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ABREVIATURAS 
 
2HPA  ácido 2-hidroxifenilacético 
2FPA  ácido 2-fluorofenilacético 
3FPA  ácido 3-fluorofenilacético 
4FPA  ácido 4-fluorofenilacético 
3HCI    ácido 3-hidroxicinámico 
3HPA   ácido 3-hidroxifenilacético 
3HPP  ácido 3-hidroxifenilpropiónico  
4HPA  ácido 4-hidroxifenilacético 
Abs600  absorbancia medida a 600 nm 
AMPc  adenosina monofosfato cíclico 
Apr  resistencia a ampicilina 
ATP  adenosina 5´-trifosfato 
BSA  seroalbúmina bovina  
cDNA  DNA complementario 
Cmr  resistencia a cloranfenicol 
Ci  curio 
CI  ácido cinámico 
CoA  coenzima A 
CRP  proteína receptora de AMPc (cAMP Receptor Protein) 
C-terminal carboxilo terminal 
Da  Dalton 
dATP  desoxiadenosina 5´-trifosfato 
DEAE  dietilaminoetanol 
DH   deshidrogenasa 
DHCI  ácido 2,3-dihidroxicinámico  
DHPA  ácido 2,3 dihidroxifenilacético 
DHPP  ácido 2,3-dihidroxifenilpropiónico  
DMSO  dimetil sulfóxido 
DNA, ADN ácido desoxirribonucleico 
dNTP  desoxinucleósidos trifosfato 
DTNB    ácido 5,5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico) 
dTTP  deoxitimidina 5´-trifosfato 
EDTA  ácido etilendiaminotetraacético 
FAD  dinucleótido de flavina y adenina 
FADH2 dinucleótido de flavina y adenina reducido 
FMN  mononucleótido de flavina 
HPA  hidroxifenilacético 
HPLC  cromatografía líquida de alta definición 
HTH  dominio hélice-giro-hélice 
IPTG  isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
IHF  factor de integración del huesped (Integration Host Factor) 
kb  1000 pares de bases 
Kcat  constante catalítica 
Kcat/ Km eficacia catalítica 
kd  constante de disociación aparente 
kDa  kilodalton 
Km  constante de Michaelis-Menten 
Kmr  resistencia a kanamicina 
LB  medio Luria-Bertani  
M63  medio mínimo tipo 63 
MCS  sitio de clonación múltiple 
min  minuto 
ml  mililitro 
mM  milimolar 
Mw  masa molecular 
Mw,ap  masa molecular aparente 
m/z  relación masa/intensidad 
NADH  nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido  
NADPH fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
N-terminal amino terminal 
nm  nanometros 
orf  marco de lectura abierto 
PA  ácido fenilacético 
PA-CoA fenilacetil-coenzima A 
PAGE  electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb  par de bases 
PCR  reacción en cadena con ADN polimerasa termorresistente 
PDB   Protein Data Bank 
PEA  2-feniletilamina 
PEI  polietilenimina 
PP  ácido 3-fenilpropiónico 
p/v  relación peso/volumen 
RBS  secuencia de unión a ribosoma 
Rifr  resistencia a rifampicina 
RNA, ARN ácido ribonucleico 
RNAm  RNA mensajero 
RNAP  RNA polimerasa 
RNAt  RNA de transferencia 
rpm  revoluciones por minuto 
RT-PCR reacción de retrotranscripción acoplada a PCR 
SDS  dodecilsulfato sódico 
Tris  trihidroximetilaminometano 
U  unidad de actividad enzimática 
Vmax  velocidad máxima 
v/v  relación volumen/volumen 
X-Gal  bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 
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1. INTRODUCCIÓN. 
 
1.1. Biodegradación de compuestos aromáticos. 
 
 Junto con los residuos glucosídicos, el anillo bencénico es una de las estructuras 
químicas más extensamente distribuidas en la naturaleza. La lignina, polímero de 
compuestos aromáticos, comprende el 25% de la biomasa de la tierra y su reciclaje, junto 
con el de otros compuestos aromáticos derivados de plantas, es vital para el mantenimiento 
del ciclo del carbono en el planeta (Harwood y Parales, 1996). Dicho reciclaje se lleva a 
cabo, en gran medida, por los microorganismos (Harayama y Timmis, 1992; van der Meer 
et al., 1992). Durante los últimos años ha aumentado considerablemente la liberación de 
compuestos orgánicos a la biosfera como consecuencia de la actividad humana (OCDE, 
1994). Muchos de estos compuestos son aromáticos y contienen estructuras o sustituyentes 
que raramente se encuentran en la naturaleza (compuestos xenobióticos) y por ello no son 
degradados o lo hacen muy lentamente, constituyendo una fuente muy importante de 
contaminación ambiental (Pieper y Reineke, 2000). 
La principal estrategia para luchar con éxito contra estos compuestos contaminantes 
es el uso y manipulación de las capacidades detoxificadoras de los microorganismos. Los 
esfuerzos para estudiar, mejorar y explotar las rutas degradativas existentes en los 
microorganismos, así como para desarrollar experimentalmente nuevas rutas catabólicas 
para degradar contaminantes, se engloban dentro de una disciplina que recibe el nombre 
genérico de Biodegradación (Biorremediación) (Ramos et al., 1994; Pieper y Reineke, 
2000). Actualmente, la combinación de procesos genéticos naturales (conjugación, 
transformación y transducción) con las técnicas de ingeniería genética, proporciona una 
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amplia oferta de herramientas moleculares para la manipulación de las rutas catabólicas. 
De esta forma se consigue acelerar la evolución de rutas degradativas para la eliminación 
de compuestos xenobióticos (Ramos et al., 1994).  
 
 
1.1.1. Utilización de los compuestos aromáticos por los microorganismos. 
 
Para resolver el problema de la mineralización de compuestos aromáticos, las 
bacterias aportan soluciones que implican dos procesos secuenciales: i) aumento o 
disminución de la densidad electrónica del anillo aromático y ii) ruptura del anillo. El 
primer proceso supone la aplicación de reacciones de oxidación o reducción dependiendo 
de si el metabolismo se lleva a cabo en condiciones aeróbicas o anaeróbicas.  
Tanto en el metabolismo aeróbico como anaeróbico se distinguen dos tipos de rutas 
denominadas “rutas periféricas” y “rutas centrales” (Heider y Fuchs, 1997). Las rutas 
periféricas convierten la gran variedad de compuestos aromáticos en unos pocos 
intermediarios centrales que pierden su carácter aromático y se transforman en compuestos 
del metabolismo central de la célula a través de las rutas centrales. 
 
 
1.1.2. Metabolismo anaeróbico. 
 
En el catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos las rutas periféricas 
convergen principalmente a benzoil-CoA, compuesto que pierde su carácter aromático por 
la acción de una reductasa multicomponente, benzoil-CoA reductasa, que requiere ATP y 
poder reductor (Boll et al., 2002). 
En el catabolismo anaeróbico de los compuestos aromáticos, el coenzima A (CoA) 
desempeña el mismo papel que los grupos hidroxilo en el catabolismo aeróbico, hacer más 
susceptible el compuesto a la degradación. La formación de derivados de CoA permite la 
reducción del anillo aromático y su posterior apertura, para ser mineralizado a través de 
una ruta similar a la de degradación de los ácidos grasos (Harwood y Gibson, 1997). El 
papel del CoA en este proceso no está muy claro, aunque ha sido propuesto que el proceso 
de reducción tiene lugar de forma similar a la reducción de Birch del benceno, la cual 
conlleva una reducción a través de radicales libres (Heider y Fuchs, 1997). El grupo CoA, 
no sólo facilitaría la unión del sustrato al sitio activo de la enzima, sino que estabilizaría el 
primer paso de transferencia electrónica.  
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No obstante, también se han descrito rutas periféricas de catabolismo anaeróbico 
que convergen en compuestos hidroxilados tales como el floroglucinol, resorcinol e 
hidroxihidroquinonas como metabolitos centrales. Estos compuestos no requieren 
activación mediada por CoA para perder su carácter aromático. A pesar de poseer 
estructuras similares a la de los catecoles que se forman en el catabolismo aeróbico, estos 
compuestos pueden ser reducidos de manera sencilla, dado su menor carácter aromático al 
poseer grupos hidroxilo en posición meta, de forma que las correspondientes enzimas 
reductoras no requieren un suplemento energético adicional, como ocurre en el caso de la 
benzoil-CoA reductasa (Heider y Fuchs, 1997, Philipp et al., 2002).  
 
 
1.1.3. Metabolismo aeróbico. 
 
Actualmente se tiene un gran conocimiento, a nivel molecular, de algunas rutas 
catabólicas aeróbicas de compuestos aromáticos, especialmente de aquellas descritas en 
especies de Pseudomonas (van der Meer et al., 1992, Jiménez et al., 2002). A grandes 
rasgos, el catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos, consiste en una serie de rutas 
periféricas que transforman los diferentes compuestos iniciales en unos pocos 
intermediarios centrales (catecol, protocatecuato, homoprotocatecuato, gentisato, 
homogentisato e hidroxiquinoles) (Fig. 1), los cuales sufren una posterior apertura del 
anillo aromático mediante dioxigenasas de ruptura de anillo (Harayama y Rekik, 1989; 
Harayama y Timmis, 1992). 
En el catabolismo aeróbico, el objetivo principal es la introducción de uno o dos 
grupos hidroxilo, aumentando así la densidad electrónica del anillo y haciéndolo más 
susceptible a la oxidación. Una vez transformados los compuestos aromáticos en derivados 
que contienen dos o más grupos hidroxilo en el anillo aromático, éstos serán sometidos a la 
acción de las dioxigenasas de ruptura del anillo, lo que dará lugar a compuestos no 
aromáticos que serán oxidados progresivamente hasta obtenerse intermedios del ciclo de 
Krebs u otros directamente asimilables por el metabolismo general bacteriano. La ruptura 
del anillo se puede producir entre los dos grupos hidroxilo, denominada ruptura orto y 
catalizada por las intradiol dioxigenasas, o puede producirse por una ruptura adyacente a 
uno de los grupos hidroxilo, denominada en este caso ruptura meta y catalizada por las 
extradiol dioxigenasas.  
Las intradiol y extradiol dioxigenasas no muestran similitud de secuencia o de 
estructura entre sí y pertenecen a clases de proteínas evolutivamente distintas (Eltis y 
Bolin, 1996). La primeras contienen un Fe(III) catalítico por subunidad, sin embargo las 
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extradiol dioxigenasas contienen Fe(II) como cofactor. Estas últimas se clasifican en tres 
grupos, denominados clase I, clase II y clase III a los que pertenecen por ejemplo la catecol 
2,3 dioxigenasa (Harayama et al., 1992), la 2,3-dihidroxifenilpropionato 1,2 dioxigenasa 
(Spence et al.,1996) o la gentisato 1,2 dioxigenasa (Harpel y Lipscomb, 1990; Hintner et 
al., 2001), respectivamente. 
Se han descrito también compuestos monohidroxilados que son sustratos de las 
dioxigenasas de ruptura. Entre estos compuestos se encuentran el 2-aminofenol (Takenaka 
et al., 1997) o el 1-hidroxi-2-naftoato, implicado en el catabolismo del fenantreno 
(Iwabuchi y Harayama, 1998). 
 
Tolueno Benceno Fenoxiacetato 3-Hidroxifenilacetato 3-Hidroxibenzoato
Gentisato y derivados
FenolBenzoato
Catecol y derivados
1
2 3
4
5
6 7
1
CH3
R
OH
OH
COOH OH
CH2COOH
OH
COOH
OH
OCH2COOH
R
OH
OH
COO
OH
OH
OH
4-Hidroxis
Hidroxiq
 
 
Figura 1.- Ejemplos de rutas periféricas del metabolismo aeróbico bacteriano convergent
en catecol y derivados, gentisato y derivados o hidroxiquinol. En el caso de las rutas convergent
en catecol y derivados: R=H para 1, 3 y 4 dando lugar a catecol; R=CH3 para 2, dando lugar a 
metilcatecol; R=COOH para 1 dando lugar a protocatecuato; R=CH2COOH para 5, dando lugar
homoprotocatecuato. En el caso de las rutas convergentes en gentisato y derivados: R=COOH para 
dando lugar a gentisato; R=CH2COOH para 6, dando lugar a homogentisato. 
 
 
 
Dentro del catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos existen una seri
rutas, denominadas rutas híbridas, que comparten características típicas del catabol
anaeróbico. El catabolismo aeróbico se inicia en estos casos mediante la conversión
anillo aromático a derivados de acil-CoA. La participación de CoA ligasas en esta pri
etapa del catabolismo se ha descrito, por ejemplo, en la degradación del ácido fenilac
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(PA) en Pseudomonas putida U (Luengo et al, 2001), Pseudomonas sp. Y2 (Velasco et al., 
1998; Alonso et al., 2003; Bartolomé-Martín et al., 2004), Azoarcus evansii (Mohamed, 
2000) o Escherichia coli (Ferrández et al., 1998). Este es el caso también de la degradación 
de 2-aminobenzoato en A. evansii (Zaar et al., 2001), el benzoato en A. evansii, Bacillus 
stearothermophilus (Zaar et al., 2001), Tahuera aromatica (Schüle et al., 2003) y 
Burkholderia xenovorans LB400 (Denef et al., 2004) o el ferulato en P. putida (Venturi et 
al., 1998) y Pseudomonas fluorescens (Gasson et al., 1998). Algunos mecanismos de 
deshalogenación de compuestos aromáticos también implican la tioesterificación con CoA 
en condiciones aeróbicas (Dunaway-Mariano y Babbitt, 1994). La ruta de degradación del 
4-clorobenzoato se caracterizó inicialmente en Pseudomonas sp. CBS3 (Scholten et al., 
1991), el 4-clorobenzoato es activado a su correspondiente 4-clorobenzoil-CoA, el cual 
sufre una hidroxilación seguida de una deshalogenación, incorporándose un grupo 
hidroxilo que sustituye al cloro (Dunaway-Mariano y Babbitt, 1994). La deshalogenación 
aeróbica a través de derivados de CoA también ha sido descrita en Arthrobacter sp. SU 
(Zhuang et al., 2003), en cepas de Corynebacterium (Romanov y Hausinger, 1996) o en 
Acinetobacter sp. 4-CB1 (Crooks y Copley, 1994). 
 
 
1.1.3.1 Formación de derivados hidroxilados.  
 
La formación de derivados de catecol o de gentisato como productos centrales en el 
catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos se produce por acción de las oxigenasas 
de anillo, las cuales emplean oxígeno molecular y NAD(P)H (como fuente de equivalentes 
de reducción) para generar los grupos hidroxilo. Asimismo, requieren cofactores capaces 
de reaccionar con el oxígeno, ya que las reacciones directas entre el oxígeno en su estado 
triplete y las moléculas orgánicas que existen en estado singlete, están prohibidas 
cinéticamente (Harayama et al., 1992). Las reacciones de oxígeno con metales de 
transición que posean orbitales π incompletos no están prohibidas por el estado de spin por 
lo que se pueden formar complejos metal-oxígeno que pueden reaccionar con el sustrato 
aromático. Estos cofactores suelen ser metales de transición como el hierro, manganeso, 
magnesio, cobre y cobalto pero, alternativamente, pueden intervenir flavinas o pteridinas 
en reacciones de monooxigenación (Harayama et al., 1992). 
Según el tipo de reacción que catalicen, las oxigenasas pueden clasificarse en 
monooxigenasas y dioxigenasas (Mason y Cammack, 1992). A continuación se resumen 
algunas características de estas enzimas. 
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1.1.3.1.1. Monooxigenasas. 
 
Por lo general, las monooxigenasas introducen un grupo hidroxilo (-OH) en 
posición orto o para respecto a otro grupo -OH ya presente en el anillo aromático, aunque 
también se conocen monooxigenasas que actúan sobre sustratos no hidroxilados. La 
introducción del grupo -OH se realiza a partir del oxígeno molecular, empleando uno de 
los dos átomos de oxígeno, mientras que el otro átomo es reducido para formar una 
molécula de agua, por lo que estas enzimas son también denominadas oxidasas de función 
mixta (Fig. 2) (Butler y Mason, 1997). A veces el grupo hidroxilo procede directamente 
del agua como ocurre con la p-cresol-hidroxilasa de P. putida  que transforma el p-cresol 
en 4-hidroxibenzaldehído (Kim et al., 1994). 
 
 
COOH
OH
COOH
OH
OH
NADP+NADPH + H+
H2O O2
 
Figura 2.- Reacción catalizada por una p-hidroxibenzoato hidroxilasa. 
 
 
 
Aunque es frecuente que las monooxigenasas estén constituidas por un único 
componente, también se han descrito bastantes monooxigenasas multicomponente. Por este 
motivo, las monooxigenasas se clasifican en función del número de componentes así como 
del tamaño de los mismos. En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos de las tres familias 
de monooxigenasas. 
Las monooxigenasas monocomponente emplean flavinas como cofactor encargado 
de la activación de la molécula de oxígeno, siendo además las responsables de transferir 
los equivalentes de reducción desde el NADH. Un ejemplo típico de monooxigenasa 
monocomponente es la p-hidroxibenzoato hidroxilasa (PobA), de P. fluorescens 
(Schreuder et al., 1990), que cataliza la transformación del 4-hidroxibenzoato en 3,4-
dihidroxibenzoato (protocatecuato), transfiriendo los electrones desde el NADPH a la 
molécula de oxígeno, según se indica en la figura 2. Los productos de la hidroxilación son 
el 3,4-hidroxibenzoato y el hidróxido de flavina, el cual es inestable convirtiéndose 
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espontáneamente en FAD+ (Schreuder et al., 1990). Si un sustrato análogo, como por 
ejemplo el benzoato, que no posee sustituyentes donadores de electrones en el anillo 
aromático, se une a la enzima, la reacción se desacopla, es decir, aunque se forma el 
derivado hidroperoxiflavina, el sustrato no es hidroxilado, lo que sugiere que la reacción de 
hidroxilación tiene lugar mediante ataque electrófilo del oxígeno activado al sustrato 
(Harayama et al., 1992). 
En la ruta de degradación aeróbica del 2-aminobenzoato en A. evansii se ha descrito 
un tipo distinto de flavoproteína, la 2-aminobenzoil-CoA monooxigenasa/reductasa 
(ACMR). Esta monooxigenasa monocomponente (170 kDa) es bastante inusual porque es 
capaz de catalizar no sólo la monooxigenación del 2-aminobenzoil-CoA,  sino también la 
hidrogenación de este sustrato. La transformación requiere dos moléculas de NADH y una 
molécula de O2. Los estudios realizados indican que es una enzima bifuncional con dos 
centros catalíticos, uno responsable de la actividad monooxigenasa y otro de la actividad 
reductasa (Schühle et al., 2001). 
 
 
Tabla 1.- Clasificación de las monooxigenasas de anillos aromáticos.  
 
Enzima Organismo  Tamaño de subunidad, cofactor Referencia 
Monooxigenasas 
monocomponente 
   
p-hidroxibenzoato 3-
hidroxilasa 
 
Fenol 2-hidroxilasa 
P. fluorescens 
 
 
Pseudomonas  sp 
EST1001 
45 kDa, FAD 
 
 
65 kDa, FAD 
Schreuder et al., 1988 
 
 
Nurk et al., 1991 
Monooxigenasas de dos 
componentes 
   
p-hidroxifenilacetato 3-
hidroxilasa 
 
p-hidroxifenilacetato 3-
hidroxilasa 
 
3-hydroxifenilacetato 6-
hidroxilasa 
E. coli W 
 
 
P. putida 
 
 
P. putida U 
59 kDa, 19 kDa, FAD 
 
 
30 kDa, 38 kDa, FAD 
 
 
6 kDa, 63 kDa, FAD 
Prieto y García, 1994 
 
 
Arunachalam et al., 
1992 
 
Arias-Barrau et al., 
2005 
Monooxigenasas de más 
de dos componentes  
  
Fenol hidroxilasa 
 
 
Tolueno 4-monooxigenasa 
Pseudomonas sp. 
CF600 
 
P. mendocina 
38 kDa+10 kDa+60 kDa+ 13 
kDa+38 kDa, Fe(II) 
 
55 kDa+38 kDa+36 kDa,  
12 kDa+11 kDa+9 kDa, Fe(II) 
Nordlund et al., 1990 
 
 
Pikus et al., 1996 
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Las monooxigenasas multicomponente que actúan sobre sustratos aromáticos 
contienen al menos dos componentes, uno responsable de la hidroxilación (denominado 
componente oxigenasa, ya que une el sustrato y el oxígeno), y el otro responsable de la 
transferencia de electrones del NAD(P)H al componente oxigenasa. El componente 
oxigenasa generalmente es una proteína oligomérica. Ejemplos de monooxigenasas de dos 
componentes son las 4-hidroxifenilacetato-hidroxilasas de P. putida (Arunachalam et al., 
1992) y E. coli W (Prieto et al., 1993; Prieto y García, 1994). En el caso de la 4HPA-
hidroxilasa de P. putida uno de los componentes es una flavoproteína homodimérica, y el 
otro una proteína cooperadora. El mecanismo de reacción de esta última enzima ha sido 
caracterizado (Arunachalam et al., 1994; Arunachalam y Massey, 1994) demostrándose 
que la flavoproteína por si sola cataliza la oxidación de NADH en presencia de 4HPA 
independientemente de la incorporación del grupo hidroxilo a la molécula sustrato, siendo 
necesaria la presencia de una proteína denominada coopeadora para acoplar las reacciones 
de oxidación e hidroxilación. La función de la proteína cooperadora no se conoce con 
certeza pero estudios realizados con una monooxigenasa de dos componentes similar, 
parecen indicar que podría ser una flavín oxidorreductasa (Becker et al., 1997). En el caso 
de la 4HPA-hidroxilasa de E. coli W se ha demostrado que el componente de menor 
tamaño (HpaC) es una flavin reductasa que genera FADH2 libre necesario para que el 
componente de mayor tamaño, HpaB, hidroxile el 4HPA (Galán et al., 2000; Xun y 
Sandvik, 2000; Louie et al., 2003). 
Todas las monooxigenasas multicomponente descritas hasta la fecha se transcriben 
a partir de un único operón que codifica de cuatro a seis polipéptidos. Los cuatro 
componentes conservados en estas monooxigenasas son las subunidades α y β (en algunos 
casos existe una subunidad γ adicional), que forman el complejo que contiene la actividad 
hidroxilasa; un componente N, responsable de la oxidación del NAD(P)H y una subunidad 
reguladora R, que acopla la oxidación del NAD(P)H a la hidroxilación del sustrato 
(Notomista et al., 2003). 
Ejemplos de monooxigenasas multicomponente son la fenol hidroxilasa de 
Pseudomonas sp. CF600 (Nordlund et al., 1990) y la tolueno 4-hidroxilasa de 
Pseudomonas mendocina KR1 (Whited y Gibson, 1991). Mientras que la fenol hidroxilasa 
convierte el fenol en catecol, la tolueno 4-hidroxilasa cataliza la introducción de un grupo 
hidroxilo en posición para con respecto al metilo. La fenol hidroxilasa posee cinco 
componentes necesarios para su actividad in vitro, si bien son seis los componentes 
necesarios para el crecimiento de Pseudomonas sp. CF600 en fenol (Powlowski y Shingler, 
1990, Powlowski y Shingler, 1994). Este complejo enzimático consiste en un componente 
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reductasa, el cual contiene FAD y un centro [2Fe-2S] tipo ferredoxina para transferir 
electrones desde el NADH; un componente hidroxilasa compuesto por tres polipéptidos 
que contienen un centro de hierro binuclear y una proteína de pequeño tamaño que carece 
de cofactores y que se requiere para un óptimo funcionamiento de la enzima (Qian et al., 
1997). En el caso de la tolueno 4-hidroxilasa se requieren seis polipéptidos para su 
funcionalidad, con cuatro actividades enzimáticas, una hidroxilasa que, al igual que en el 
caso anterior, contiene un núcleo de dihierro, una ferredoxina tipo Rieske, una proteína 
efectora y una NADH oxidorreductasa. El componente hidroxilasa está constituido a su 
vez por tres tipos de subunidades que dan lugar a una estructura cuaternaria del tipo (αβγ)2 
(Pikus et al., 1996). 
 
 
1.1.3.1.2. Dioxigenasas de anillo. 
  
A diferencia de las monooxigenasas, las dioxigenasas de anillo catalizan la reacción 
de dihidroxilación del anillo aromático. En esta reacción, ambos átomos de la molécula de 
oxígeno son incorporados en el sustrato, dando lugar a cis-1,2-dihidroxiciclohexadienos 
que son convertidos a glicoles de benceno por una dihidrodiol deshidrogenasa (Gibson, 
1987). Estas enzimas son multicomponentes, con un componente oxigenasa y otros 
componentes con función de transporte de electrones. Las oxigenasas son oligómeros de 
una o dos subunidades diferentes con configuración, αn o (αβ)n. Todas poseen dos factores 
comunes asociados a la subunidad α: un centro [2Fe-2S] tipo Rieske (Mason y 
Cammack,1992), y un hierro mononuclear no hemo (Ensley y Gibson, 1983; Subramanian 
et al., 1985; Yamaguchi y Fujisawa, 1982; Nam et al., 2001).  
El sistema de transporte de electrones (Butler y Mason, 1997), está constituido por 
un componente flavoproteína reductasa acompañado o no de un componente ferredoxina. 
Su función es la transferencia de electrones desde el donador NAD(P)H hasta el 
componente oxigenasa. Las reductasas pueden contener flavinas tanto en forma de FMN 
como de FAD. Las flavinas se caracterizan por su capacidad de aceptar dos electrones en 
forma de hidruros provenientes del NADH, y transferir esos electrones en un paso 
mediante un estado semiquinona, a otros transferentes de electrones. Estos sistemas pueden 
contener o no centros [2Fe-2S] (Butler y Mason, 1997). Por otro lado, las ferredoxinas son 
aceptores de un electrón proveniente de las reductasas, que será posteriormente transferido 
al componente oxigenasa. Estas ferredoxinas contienen grupos redox [2Fe-2S], que en 
algunos casos son de tipo Rieske (Butler y Mason, 1997). 
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Atendiendo a todos estos aspectos las dioxigenasas de anillo se clasifican en 
función del número de componentes del sistema de transporte de electrones, así como del 
tipo de flavina empleado por el componente reductasa y la naturaleza de los centros redox 
(Butler y Mason, 1997). Otros autores proponen una clasificación en familias en función 
del sustrato oxidado (tolueno/benceno, naftaleno, benzoato o ftalato) y de la secuencia de 
aminoácidos de la subunidad α (Gibson y Parales, 2000; Nam et al., 2001). A modo de 
resumen una clasificación de las dioxigenasas puede observarse en la Tabla 2. 
 
 
Tabla 2.- Clasificación de las dioxigenasas de anillo*.  
Clase Reductasa Ferredoxina Oxigenasa Ejemplo 
IA FMN, [2Fe-2S] Ninguna Dímero 4-sulfobenzoato 3,4-dioxigenasa 
IA FMN, [2Fe-2S] Ninguna Trímero 4-clorofenilacetato 3,4-
dioxigenasa 
IA FMN, [2Fe-2S] Ninguna Tetrámero ftalato 4,5-dioxigenasa 
IB FAD, [2Fe-2S] Ninguna Hexámero 2-oxo-1,2-dihidroquinoleína 8-
monooxigenasa 
IB FAD, [2Fe-2S] Ninguna Heterohexámero benzoato 1,2-dioxigenasa 
IIA FAD [2Fe-2S] Heterotetrámero dibenzofurano 4,4a-dioxigenasa 
IIB FAD [2Fe-2S] Rieske Heterotetrámero beceno 1,2-dioxigenasa 
III FAD, [2Fe-2S] [2Fe-2S] Rieske Heterohexámero naftaleno 1,2-dioxigenasa 
*(modificada de Butler y Mason, 1997) 
 
 
En el metabolismo aeróbico del benzoato en A. evansii (Mohamed et al., 2001; 
Gescher et al., 2002) se ha identificado una oxigenasa que cataliza el segundo paso en la 
degradación de este compuesto, la transformación de benzoil-CoA a un compuesto 
dihidroxilado. Esta oxigenasa no presenta identidad significativa con otros sistemas ya 
descritos. Esta formada por dos componentes, BoxA y BoxB. BoxA es el componente 
reductasa, un homodímero (92 kDa) que utiliza NADPH como donador de electrones que 
se transfieren a los dos centros [4Fe-4S] que posee la proteína y que no se habían descrito 
hasta la fecha en ningún componente reductasa de otras dioxigenasas.  BoxB es el 
componente oxigenasa, un monómero (55 kDa) que únicamente presenta similitud 
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significativa con un componente de una posible oxigenasa implicada en la degradación de 
PA en Sulfolobus solfataricus (35%)  y muestra dos repeticiones de residuos EXXH, 
similares a los que están implicados en la coordinación de los centros de hierro binucleares 
de la subunidad α de las monooxigenasas (Zaar et al., 2004). Los estudios realizados 
indican que BoxAB representaría una nueva familia de oxigenasas/reductasas que 
intervienen en el catabolismo de la ruta aeróbica híbrida del benzoato en diferentes 
bacterias (Gescher et al., 2002; Zaar et al., 2004).  
 
 
1.2. Biodegradación de compuestos aromáticos en E. coli. 
 
 Aunque las bacterias del género Pseudomonas han sido las más estudiadas y 
utilizadas en la biodegradación de compuestos aromáticos (Williams y Sayer, 1994; 
Harwood y Parales, 1996), ya a mediados de los años 70, el grupo del Prof. P. Chapman 
describió distintas bacterias entéricas que catabolizaban compuestos aromáticos, siendo la 
capacidad para degradar ácido hidroxifenilacético (HPA) la más extendida (Burlingame, 
1983). En los años 80, el grupo del Prof. R. Cooper estudió la capacidad de E. coli para 
mineralizar los ácidos 3-hidroxifenilacético (3HPA) y 4-hidroxifenilacético (4HPA) 
(Cooper y Skinner, 1980). Posteriormente se describió la capacidad de esta bacteria para 
degradar los ácidos fenilpropiónico (PP), 3-hidroxifenilpropiónico (3HPP), 3-
hidroxicinámico (3HCI), fenilacético (PA) y aminas aromáticas tales como feniletilamina 
(PEA), tiramina y dopamina (Burlingame y Chapman, 1983; Parrot et al., 1987, Ferrández 
et al., 1997a). E. coli encuentra estos compuestos aromáticos tanto en su hábitat intestinal, 
procedentes del metabolismo no animal de las proteínas o de los productos vegetales tales 
como flavonoides, como en su hábitat extra-corpóreo en el medio ambiente (Díaz et al., 
2001).  
 
 
1.2.1. Rutas de degradación de compuestos aromáticos en E. coli. 
 
En general, los genes responsables de la degradación de los compuestos aromáticos 
se agrupan dando lugar a conjuntos génicos (clusters) que constituyen las distintas rutas 
catabólicas y están distribuidos a lo largo del cromosoma bacteriano. A su vez, los grupos 
génicos están organizados en operones catabólicos, genes de transporte y genes 
reguladores. 
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La caracterización de los genes hpa, responsables de la degradación del 4HPA y 
3HPA constituyó el primer ejemplo de identificación molecular de una ruta de degradación 
de compuestos aromáticos en E. coli (Prieto et al., 1996) (Fig. 3). Posteriormente se han 
caracterizado otras rutas catabólicas para la degradación de compuestos aromáticos como 
el 3HPP/3HCI (genes mhp) (Ferrández et al., 1997a), PP (genes hca) (Díaz et al.,1998) y la 
ruta híbrida del PA (genes paa) (Ferrández et al., 1998) (Fig. 3). Esta última ruta es 
adyacente a los genes mao involucrados en la transformación de PEA en PA (Ferrández et 
al., 1997b y 1998). Próximo a los genes hpa se localiza el gen pac, cuyo producto es la 
penicilina G acilasa (Pac). La Pac hidroliza la penicilina G, así como los ésteres y amidas 
del PA, y de otros ácidos aromáticos como el 4HPA (Sudhakaran et al., 1992) (Fig. 3).  
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Figura 3.- Rutas de degradación de compuestos aromáticos en E. coli. Los diferentes colores 
representan distintas rutas metabólicas. Las flechas discontinuas indican más de un paso enzimático. 
Las proteínas reguladoras están representadas con distintos símbolos (según a la familia de 
reguladores transcripcionales a la que pertenecen), junto a signos + ó -  que indican su función como 
activadores o represores transcripcionales, respectivamente. Los transportadores se muestran con 
flechas en la envuelta celular. DHPP, ácido 2,3-dihidroxifenilpropiónico; DHCI, ácido 2,3-
dihidroxicinámico; HPP, ácido hidroxifenil propiónico; HCI, ácido hidroxicinámico; PA, ácido 
fenilacético; PEA,  2-feniletilamina; PA-CoA, fenilacetil-CoA; 4HPA, ácido 4-hidroxifenilacético,; 
3HPA, ácido 3-hidroxifenilacético; PP, ácido 3-fenilpropiónico; CI, ácido cinámico. 
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No todas las estirpes de E. coli pueden catabolizar los mismos sustratos. La estirpe 
W puede degradar tanto PA como sus derivados hidroxilados, así como otros derivados 
aromáticos, por lo que esta cepa parece estar especialmente capacitada para la 
mineralización de este tipo de compuestos, lo cual podría estar relacionado con el hecho de 
que esta bacteria haya sido aislada del suelo (Díaz et al., 2001). 
 
 
1.2.2. Ruta de degradación de PA. 
 
El estudio de la ruta responsable de la degradación del ácido fenilacético en P. 
putida U y E. coli W, permitió concluir por primera vez, que el catabolismo aeróbico de 
este compuesto no transcurre, como se creía inicialmente (Blakley et al., 1967), a través de 
la rutas de 4-hidroxifenilacético (4-HPA) o de 2-hidroxifenilacético (2HPA), sino que en 
su degradación participa una ruta catabólica que no implica en su primer estadío la 
hidroxilación del anillo aromático, sino la activación del PA a fenilacetil-CoA (PA-CoA), 
una característica típica del catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos (Olivera et 
al., 1994; Miñambres et al., 1996; Ferrández et al., 1998). La participación del PA-CoA 
como intermediario en la degradación aeróbica de PA parece ser una característica común 
a todas las bacterias capaces de catabolizar este compuesto. 
El PA-CoA se ha descrito como el intermediario común de un conjunto de rutas 
catabólicas convergentes (catabolón de PA-CoA), que permiten la asimilación de 
diferentes compuestos aromáticos estructuralmente relacionados con el ácido PA (Fig. 4) 
(Luengo et al., 2001).  
Además de en E. coli W (Ferrández et al., 1998) y P. putida U (Olivera et al., 1998; 
Luengo et al., 2001), los genes responsables del catabolismo del PA se han identificado y 
caracterizado, como ya se ha indicado anteriormente, en otras bacterias como A. evansii 
(Rost et al., 2002; Mohamed et al., 2002) o Pseudomonas sp. Y2 (Alonso et al., 2003; 
Bartolomé-Martín et al., 2004). Precisamente en Pseudomonas sp. Y2, que es capaz de 
degradar estireno por la vía aeróbica del PA, se ha identificado la coexistencia de dos 
clusters funcionales para la degradación de PA (Alonso et al., 2003; Bartolomé-Martín et 
al., 2004).  
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fenilacetilesteres; PA, ácido fenilacético; PhAs, fenilalcanoatos con número par de átomos de 
carbono; PHPhAs, polihidroxifenilalcanoatos; StyAc, ácido trans-estirilacético ; PA-CoA, fenilacetil-
CoA; TCA, ciclo de los ácidos tricarboxílicos. El rectángulo representa la ruta central del catabolón. 
(Luengo et al.,2001). 
 
 
En E. coli W, el fragmento de DNA que codifica la información para la ruta PA 
contiene 12 genes catabólicos organizados en dos operones divergentes (Fig. 5). Uno bajo 
el control del promotor Pa, agrupa 11 genes, mientras que el gen paaZ se encuentra en 
sentido opuesto y bajo el control del promotor Pz (Ferrández et al., 1998). Los genes paaX 
y paaY se encuentran localizados en un tercer agrupamiento génico. El gen paaX codifica 
un represor, mientras que el gen paaY codifica una proteína cuya función aún no ha sido 
esclarecida (Ferrández et al, 2000). 
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paaF paaG paaH paaI paaJ paaK paaX ppaaDpaaZ paaA paaB paaC paaE
Pa
Pz
Px
500 pb 
aaY
Figura 5. Organización genética del cluster paa en E. coli W. Las flechas señalan la dirección 
de la transcripción de los genes. Se indican también los promotores Pa, Px y Pz. En rojo se representa 
el gen regulador, en azul claro el gen que codifica la PA-CoA ligasa, en verde los genes posiblemente 
implicados en la hidroxilación del anillo aromático, en marrón y rosa los genes responsables de la 
ruptura del anillo y la degradación posterior de la molécula alifática generada. Punteado en color rojo, 
gen de función desconocida. 
 
 
El análisis bioquímico de la ruta degradativa ha permitido concluir que en una 
primera etapa el PA es activado a PA-CoA en presencia de ATP y Mg2+ por una PA-CoA 
ligasa. Posteriormente, se postula que las proteínas codificadas por los genes paaABCDE 
catalizarían la hidroxilación del anillo aromático del PA-CoA (Ferrández et al., 1998). En 
muchas proteobacterias se encuentran posibles ortólogos de los genes paaABCDE que 
intervendrían en la degradación del PA. Sin embargo, únicamente el producto del gen 
paaE muestra similitud de secuencia significativa con proteínas de función conocida. La 
similitud de la proteína PaaE con varias oxidorreductasas, como se muestra en la Tabla 3, 
parece indicar que su función sería la de transferir electrones del NAD(P)H al componente 
oxigenasa.  
Recientemente se ha propuesto un esquema bioquímico para explicar la 
degradación de PA a través de compuestos derivados de CoA (Ismail et al., 2003). A partir 
de los estudios catabólicos realizados sobre mutantes de E. coli de diferentes genes de la 
ruta PA, se postula que el PA-CoA es atacado por una PA-CoA (di)oxigenasa/reductasa 
(PaaABCDE), formándose posiblemente un derivado cis-dihidrodiol del PA-CoA. Este 
intermediario no aromático es metabolizado posteriormente en una secuencia compleja de 
reacciones que comprenden una enoil-CoA isomerización/hidratación, la ruptura del anillo 
y una deshidrogenación catalizada por las proteínas PaaG y PaaZ. Finalmente el 
compuesto resultante se degrada en un proceso semejante a una β–oxidación, en el cual el 
derivado de CoA dicarboxilado se transforma vía β–cetoadipil-CoA en succinil-CoA y dos 
moléculas de acetil-CoA, estas etapas están catalizadas por las proteínas PaaJ, PaaF y 
PaaH (Fig. 6). 
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Figura 6.- Ruta propuesta para el metabolismo aeróbico del fenilacetato en E. coli. Esta ruta 
está basada en el trabajo de Ismail et al. (2003). PA, fenilacético; PA-CoA, fenilacetil coenzima A; 
PA-CoA dihidrodiol, compuesto dihidroxilado que se ha propuesto como intermediario en la 
degradación de PA.  
 
 
Los estudios realizados sobre la inducción de esta ruta, han revelado que se induce 
por PA así como por otros compuestos que, como el estireno, la feniletilamina o el ácido 
trópico, conducen a PA. También se ha demostrado el efecto represor causado por el 
producto del gen paaX en E. coli W, estableciéndose que la interacción PaaX-DNA se 
dificulta en presencia de PA-CoA, y que esta molécula constituye el auténtico inductor de 
la ruta (Ferrández et al., 2000). El papel inductor del PA-CoA también se ha demostrado 
en P. putida U (García et al., 2000). Superpuesto al extremo 3´ del gen paaX en E. coli, se 
encuentra el sitio de inicio de la traducción del gen paaY. La estructura primaria de la 
proteína PaaY (196 aa) muestra varias secuencias repetidas de motivos hexapéptido [LIV]-
[GAED]-X2-[STAV]-X4 que caracterizan a los miembros de la familia de transferasas 
bacterianas (Base de datos Prosite, http://www.expasy.org/prosite/). La proteína PaaY es 
homóloga a la proteína CaiE del operón de la carnitina de E. coli (Tabla 3) pero la función 
de esta proteína se desconoce por el momento, como ocurre también con el papel 
fisiológico de PaaY en el catabolismo del PA. 
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Tabla 3.- Genes de la ruta del PA y productos génicos relacionados. 
   Productos génicos relacionados 
Gen Producto (Da/aa c)  
Motivo 
conservado Nombre Función Organismo %Identidad/aa 
paaX 35266/316  PhaN Proteína reguladora Pseudomonas putida 41/307 
paaY 21439/196 Transferasa CaiE Desconocida Escherichia coli 58/196 
   Fbp Proteína de unión a Ferripicolina Pyrococcus furiosus.  41/173 
paaZ 73045/681 
Aldehído-DHb 
MaoC-
dehidratasa 
MaoC Desconocida  Klebsiella aerogenes 80/335(334-644) d 
   GbsA Betaína-aldehído DH Streptomyces  coelicolor 28/509(63-451) 
   GabB Succinato-semialdehído DH Xanthomonas saxonopodis 28/509(63-451) 
paaA 35427/309 nda nd nd nd nd 
paaB 10942/95 nd nd nd nd nd 
paaC 27878/248 nd nd nd nd nd 
paaD 18606/167 nd nd nd nd nd 
paaE 39333/356 2Fe-2S, FAD, NAD TdnB 
Componente reductasa de la 
anilina dioxigenasa  Pseudomonas putida 30/337 
   KshB Componente reductasa de monoxigenasas clase IA Rhodococcus erythropolis 31/346 
paaF 27164/255 
Enoil-CoA 
hidratasa-
isomerasa 
BadK Cyclohexeno carboxil-CoA hidratasa 
Rhodopseudomonas 
palustris 40/226 
   DcaE Enoil-CoA hidratasa Acinetobacter sp. ADP1 39/261 
   ORF257 Homólogo a Enoil-CoA hidratasa  Rhodobacter capsulatus 36/257 
paaG 28450/262 
Enoil-CoA 
hidratasa-
isomerasa 
ORF257 Homólogo a Enoil-CoA hidratasa  Rhodobacter capsulatus 44/257 
   Crt Crotonasa Clostridium acetobutylicum 31/261 
   BadK Ciclohexenocarboxil-CoA hidratase 
Rhodopseudomonas 
palustris 34/226 
   ChcB 2-ciclohexenilcarboxil-CoA isomerasa Streptomyces collinus 32/269 
paaH 51704/475 3-hidroxiacil-CoA DH Hbd 3-hidroxibutiril-CoA DH Clostridium acetobutylicum 43/282(1-289) 
   Hpd Beta-hidroxibutiril-CoA DH, NADH dependiente Clostridium acetobutylicum 38/282(1-289) 
paaI  14850/140 Tioesterasa ComA Proteína de competencia Bacillus subtilis 25/126 
   YbdB Desconocida Escherichia coli 22/137 
   FcbC Tioesterasa Arthrobacter sp. 20/151 
paaJ 42276/401 Tiolasa PcaF β-cetoadipil-CoA tiolasa Pseudomonas  putida 65/400 
   CatF β-cetoadipil-CoA tiolasa Acinetobacter sp. ADP1 61/401 
   Thil Acetil-CoA acetiltranferasa Clostridium acetobutylicum 45/392 
paaK 48966/437 Unión a AMP Pcl PA-CoA ligasa Pseudomonas putida 68/439 
   FtsA Coenzima F390 Sintetasa Dechloromonas aromatica 67/431 
   PaaK PA-CoA ligasa Pseudomonas sp. Y2 67/437 
and, no determinado; bDH, deshidrogenasa; caa, aminoácidos; dentre paréntesis se indica la secuencia parcial de 
aminoácidos del producto del gen de la ruta paa usado en la comparación 
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1.3. Regulación de las rutas catabólicas de compuestos aromáticos en E. coli. 
 
Las proteínas reguladoras y los promotores que ellas regulan son los elementos clave 
que dirigen y controlan la transcripción de los operones catabólicos, de tal manera que 
cuando el sustrato catabólico es abundante y puede servir como nutriente, la transcripción 
de estos operones se activa. 
La expresión de un gen o de un operón no depende únicamente de la interacción de 
un regulador específico con el promotor como respuesta a una señal concreta, también 
depende de mecanismos de regulación global que relacionan la actividad de los promotores 
específicos con el estado metabólico y energético de la célula (Díaz y Prieto, 2000; Rojo, 
2001; Tropel y van der Meer, 2004; Cases y de Lorenzo, 2005) (Fig. 7).  
 
 
 
  
 
TCA
Regulador
?Activador
?Represor Compuesto
Aromático 
Genes catabólicos 
Regulación específica de la ruta 
Regulación sobreimpuesta 
(IHF, CRP, factores σ, (p)ppGpp, etc.)
Inductor
•Sustrato de la ruta
•Intermediario de la 
ruta
•Inductores gratuitos 
Promotor/ 
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Figura 7.- Esquema de los dos niveles de regulación transcripcional de las rutas catabólicas 
de compuestos aromáticos en bacterias.  La pareja regulador-promotor es el elemento clave para la 
regulación específica. El regulador se une a la región operadora del promotor catabólico y, en 
presencia de la molécula inductora permite la expresión de los genes catabólicos. La molécula 
inductora o efector puede ser el sustrato de la ruta o un intermediario de ésta. El regulador puede 
actuar como un activador de la transcripción o como un represor en la ausencia de inductor. Un 
segundo nivel de control es la regulación global o sobreimpuesta, mediada por factores de 
transcripción como IHF (Integration Host Factor), CRP (cAMP Receptor Protein), factores  
alternativos de la RNA polimerasa (RNAP), etc. 
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1.3.1. Regulación específica de compuestos aromáticos en E. coli. 
 
Todos los grupos génicos de rutas catabólicas de compuestos aromáticos en E. coli 
están constituidos por genes catabólicos y elementos reguladores específicos de cada ruta. 
Los elementos implicados en la regulación de estos operones son: i) promotores y ii) 
proteínas reguladoras (Díaz y Prieto, 2000; Díaz et al., 2001). Hasta la fecha, se han 
identificado cuatro activadores transcripcionales (HpaA, MaoB, MhpR, y HcaR) y dos 
represores (PaaX y HpaR) (Tabla 4). Todos ellos se unen a su correspondiente promotor a 
partir de un motivo hélice-giro-hélice (HTH) y reconocen moléculas inductoras similares 
estructuralmente, aunque se clasifican (con la excepción de HpaA y MaoB) dentro de 
familias de reguladores diferentes. Esta observación indica una gran diversidad en la 
regulación de las rutas de degradación de compuestos aromáticos en E. coli (Prieto et al., 
2004) (Fig. 8). 
 
 
 
 
 
 
hcapaamaomhp hpau hpampac
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Figura 8.- Representación esquemática de la regulación de los clusters de rutas catabólicas 
para la degradación aeróbica de compuestos aromáticos en E. coli. La localización de los clusters 
de genes mhp, mao, paa, hca, hpau (ruta alta) y hpam (ruta baja) y el gen pac se representan con 
rectángulos blancos. La localización de los clusters hace referencia al mapa de E. coli K12 (el cluster 
hpa y el gen pac están presentes en E. coli W y ausentes en E. coli K-12). Los factores implicados en 
la regulación sobreimpuesta se indican en la parte superior. En la parte inferior se muestran las 
proteínas reguladoras específicas, activadores transcripcionales (símbolos negros) y represores 
(símbolos blancos). + y -, indican activación y represión, respectivamente. 
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Tabla 4.- Reguladores específicos de las rutas de degradación de compuestos aromáticos en E. coli. 
Proteína Gen Tipo Regulador 
Tamaño 
aa (kDa) 
Familia de 
reguladores 
Motivo de 
unión al DNA Ruta regulada/promotor 
HpaA hpaA Activador 295(34,1) XylS/AraC C-terminal 4HPA (operón hpaBC) /PBC 
HpaR hpaR Represor 148(17,2) MarR Región central 4HPA (operón meta) /Pg 
MaoB maoB Activador 301(34,6) XylS/AraC C-terminal Aminas aromáticas / Ppad, PmaoA 
MhpR mhpR Activador 277(31,2) IclR N-terminal 3HPP / Pa 
HcaR hcaR Activador 296(32,8) LysR N-terminal PP / Pe 
PaaX paaX Represor 316(35,2) GntR N-terminal PA / Pa,Pz , Ppac 
 
 
 
1.3.2. Regulación sobreimpuesta de las rutas de degradación de compuestos 
aromáticos en E. coli. 
 
 Los promotores catabólicos ajustan su respuesta al estado fisiológico general de la 
célula mediante la participación de proteínas reguladoras globales que complementan y 
controlan la regulación específica de cada ruta. Esta regulación sobreimpuesta está 
mediada por factores o reguladores globales tales como factores σ alternativos de la 
RNAP, y reguladores globales como por ejemplo las proteínas CRP (cAMP Receptor 
Protein), IHF (Integration Host Factor), Fis (Factor for Inversion Stimulation), FNR 
(Fumarate and Nitrate Reduction) o H-NS (Histone like Nucleoid-Structuring Protein) 
(Cases y de Lorenzo, 2001;Browning y Busby, 2004). 
Cuando el microorganismo se encuentra en presencia de varias fuentes de carbono, 
el uso preferente de una de ellas en detrimento de las otras origina el fenómeno de 
“represión catabólica”. El ejemplo clásico de regulación sobreimpuesta es la represión en 
la síntesis de enzimas catabólicas en bacterias entéricas debido a la presencia de glucosa en 
el medio de cultivo (Busby y Ebright, 1999). El efecto de la glucosa se extiende también al 
catabolismo de compuestos aromáticos en E. coli. Se ha observado represión catabólica por 
glucosa en E. coli en las rutas de degradación de PEA (Yamashita et al., 1996), PA 
(Ferrández et al., 2000), 4HPA (Prieto y García, 1997; Galán et al., 2001) y 3HPP (Torres 
et al., 2003). En estos casos la represión catabólica esta mediada por la proteína receptora 
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de AMPc (CRP) que es indispensable para la activación transcripcional de operón. Otro de 
los factores que interviene en la regulación general de las rutas catabólicas de E. coli es el 
IHF, proteína implicada en el control global de las rutas de degradación de PA y 4HPA 
(Ferrández et al., 2000; Galán et al., 2001).  
 
 
1.3.3. Papel de la proteína PaaX. 
 
El gen paaX forma parte del cluster para la degradación de PA en E. coli (Fig. 8, 
Tabla 3). Se ha identificado como el represor transcripcional específico de esta ruta 
degradativa y fue el primer regulador descrito que responde a un derivado aromático de 
CoA (Ferrández et al., 1998; Ferrández et al., 2000). 
 
 
1.3.3.1. Regulación de la ruta del PA. 
 
La ruta codificada por los genes paa en E. coli K-12 y en E. coli W se induce 
cuando se añade PA al medio de cultivo. Ferrández et al. (1998) demostraron que las 
inserciones del transposon Tn1000 en el gen paaX causaban la expresión constitutiva de la 
ruta, lo que sugería que el producto del gen paaX (316 aa) actúa como un regulador 
negativo de los genes catabólicos del PA (Ferrández et al., 1998). Utilizando técnicas 
genéticas y bioquímicas, demostraron que la proteína PaaX actúa como un represor 
transcripcional de los promotores catabólicos Pa y Pz. También se ha comprobado 
mediante ensayos de protección frente a la DNasaI que la región de los promotores Pa y Pz 
que se encuentra protegida por el represor PaaX es de 50 pb y contiene una secuencia 
conservada de 15-pb con un motivo palindrómico (WWTRTGATTCGYGWT). Se ha 
visto, mediante análisis mutacional, que este motivo es indispensable para la unión de 
PaaX y para la represión (Ferrández et al., 2000). La región protegida por PaaX se localiza 
inmediatamente después del sitio de inicio de la transcripción en el promotor Pa, y se 
extiende desde la posición +1 a la región -10 en el promotor Pz, lo que sugiere que, 
probablemente PaaX utiliza un mecanismo de represión transcripcional diferente en cada 
uno de estos dos promotores (Ferrández et al., 2000). 
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Hay que destacar que el PA-CoA, y no el PA, inhibe de forma específica la unión 
de PaaX a la secuencia consenso, confirmándose que el primer intermediario de la ruta 
(PA-CoA) es el verdadero inductor de la misma (Ferrández et al, 2000). 
La proteína PaaX contiene 25 residuos, desde el aminoácido 39 al 64, que tienen 
similitud con el motivo HTH de los reguladores transcripcionales de la familia de GntR, a 
la que pertenecen GntR (Fujita y Miwa, 1989) o FadR (DiRusso et al., 1992; van Aalten, et 
al., 2000). Esta familia de reguladores se ha dividido en seis subfamilias diferentes, FadR, 
HutC, MocR, YtrA, AraR y PlmA, en función de la heterogeneidad del dominio de unión 
al efector (Haydon y Guest, 1991; Rigali et al, 2002; Lee et al., 2003). PaaX presenta 
similitud (41% de identidad) con el represor PhaN que controla el cluster pha para la 
degradación de PA en P. putida U y que también reconoce PA-CoA como la molécula 
inductora (García et al., 2000; Luengo et al., 2001). Así, los represores PaaX y PhaN, 
constituirían una subfamilia de reguladores de GntR que responden a compuestos aril-
CoA.  
Cuando las células de E. coli se crecen en medio mínimo con PA, en presencia de 
glucosa como fuente preferente de carbono, la expresión de los genes a partir de los 
promotores Pa y Pz  está sometida a represión catabólica. La regulación específica del 
operón mediada por el represor PaaX, está sujeta a la regulación sobreimpuesta mediada 
por reguladores globales como CRP e IHF, que conectan la expresión de los genes 
catabólicos de la ruta paa al estado metabólico y energético de la célula (Ferrández et al., 
2000) (Fig. 9). Las cepas de E. coli deficientes en CRP no expresan la fusión Pa::lacZ ni 
Pz::lacZ, lo que indica que CRP actúa como activador de los promotores Pa y Pz. Los 
ensayos de retardo en gel han servido para definir cómo y dónde se produce la unión del 
complejo AMPc-CRP a la región promotora Pa (Ferrández et al., 2000). Se ha identificado 
un posible sitio de unión de CRP en la posición -61,5 con respecto al sitio mayoritario de 
inicio de la transcripción de Pa, por lo que este promotor podría seguir un mecanismo de 
activación dependiente de CRP similar  al descrito para los promotores de la clase I (Busby 
et al., 1999). Aunque CRP se necesita también para la actividad del promotor Pz, en 
ensayos de retardo en gel no se produce la unión de CRP a Pz, lo que sugiere que la unión 
de CRP a Pa es capaz de activar Pz. IHF también se une a la región intergénica paaZ-paaA 
y estimula la transcripción de los promotores Pa y Pz (Ferrández et al, 2000). 
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Figura 9.- Esquema general de los genes regulados por el represor PaaX. Mapa genético del 
grupo génico paa para el catabolismo del PA en E. coli y el gen pac que codifica la Pac. Pz, Pa, Px y 
Ppac son las regiones promotoras. El represor PaaX se representa por un triángulo blanco. – y +, 
indican represión y activación, respectivamente. La molécula inductora (PA-CoA) se representa con 
un círculo blanco. Se indican también los papeles de los reguladores globales IHF y CRP. (Prieto et 
al., 2004) 
 
 
 
1.3.3.2. Regulación del gen pac. 
 
Recientemente, se ha descubierto un nuevo papel para la proteína PaaX de E. coli. 
El represor PaaX conecta el catabolismo del PA con la expresión de la Pac en E. coli W y 
explica el papel que la enzima desempeña en este microorganismo (Galán et al., 2004; Kim 
et al., 2004). La enzima Pac se emplea para la síntesis de antibióticos β–lactámicos y es 
una de las pocas enzimas que se utilizan actualmente a escala industrial. La Pac hidroliza la 
penicilina G, así como los ésteres y amidas del PA, y de otros ácidos aromáticos como el 
4HPA (Sudhakaran et al., 1992). Se ha demostrado que la expresión del gen pac depende 
de la síntesis de PA-CoA (Galán et al., 2004; Kim et al., 2004). Los resultados revelan que 
la proteína PaaX se une al promotor Ppac, en el que se ha descrito la existencia de una 
secuencia consenso como se había hecho también para los promotores Pa y Pz de la ruta 
del PA. Además se han identificado en la región promotora del gen pac dos sitios de unión 
para la proteína CRP (I y II). El sitio II (posiciones –119 a -110) posee una mayor afinidad 
por CRP, mientras que el sitio I (posiciones –77 y -57) se superpone con la zona de unión 
de PaaX, por lo que PaaX y CRP causarían efectos contrarios en la expresión del gen pac 
(Fig. 9). Esta localización de la caja operadora del represor PaaX en el promotor Ppac 
(corriente arriba de la caja -35) sugiere un nuevo mecanismo de represión de la proteína 
PaaX en este sistema (Galán et al., 2004; Kim et al., 2004). 
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2. OBJETIVOS. 
 
El objetivo general que se ha perseguido con este trabajo es avanzar y profundizar 
en el conocimiento adquirido acerca de la degradación del ácido fenilacético en E. coli W. 
Para ello se ha procedido a estudiar los aspectos que se detallan a continuación: 
 
¾ Caracterización del segundo paso de la degradación del ácido fenilacético.  
En este apartado se trata de analizar el papel de los genes, paaABCDE, que se 
postulan como responsables del proceso de hidroxilación del anillo aromático. Este 
análisis se realiza combinando técnicas bioquímicas y genéticas.  
 
¾ Estudio de la regulación del gen paaX.  
En este objetivo se investiga cómo se controla la expresión de este gen 
regulador utilizando tanto extractos proteicos crudos como la proteína PaaX 
sobreexpresada y purificada. 
 
¾ Estudio del gen paaY.  
En este capítulo se estudia la función de PaaY. Para ello se sobreexpresa y 
purifica la proteína PaaY y se realiza un análisis de sus propiedades bioquímicas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
3.1. Cepas bacterianas. 
 
Las cepas de E. coli que se han utilizado en este trabajo se detallan a continuación en 
la tabla 5. 
 
Tabla 5.- Cepas de E. coli empleadas en este trabajo. 
Estirpe Cepa Genotipo/fenotipo relevante 
K-12 DH5α a F
-, endA1, hsdR17 (rk- mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, relA1, ∆(argF-
lac)U169, deoR, Φ80dlac∆(lacZ)M15 
K-12 MC4100 a F
-, araD139, ∆(argF-lac)U169, rpsL150, relA1, flb5301, deoC1, 
ptsF25, rbsR 
K-12 JM109 a recA1, supE44, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, thi, ∆(lac-proAB) 
W W ATCC11105 c Derivada de E. coli W ATCC 9637 auxótrofa para vitamina B12  
W W14 b W∆paa 
K-12 M15 g Cepa para regular la expresión en vectores de tipo pQE, nal
S, strS, rifS, 
thi-, lac-,ara+, gal+, mtl-, F-, recA+, uvr+, lon+ 
W AF1411 d W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Pa-lacZ 
W AF15PZ b W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Pz-lacZ 
W AF141X e W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Px-lacZ 
K-12 AFMC b Mutante espontáneo Rif
r de MC4100, F-, araD139, ∆(argF-lac)U169, 
rpsL150, relA1, flb5301, deoC1, ptsF25, rbsR 
K-12 AFMCPX f AFMC, inserción de mini-Tn5Km2 Px::lacZ 
K-12 S90CRif b ∆(lac pro), rpsL, Smr, Rifr 
K-12 DPB101Rif  b S90C him D451::mini-Tc Rifr 
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Estirpe Cepa Genotipo/fenotipo relevante 
W AF1411 d W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Pa-lacZ 
W AF15PZ b W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Pz-lacZ 
W AF141X e W14 Rif ∆lac, inserción de mini-Tn5Km2 Px-lacZ 
K-12 S90CPX f S90CRif, inserción de mini-Tn5Km2 Px-lacZ 
K-12 DPB101PX f DPB101Rif, inserción de mini-Tn5Km2 Px-lacZ 
aSambrook y Rusell, 2001; bFerrández et al., 2000; cDavis y Mingioli, 1950; dFerrández et al., 1998 
eTesis Doctoral A. Ferrández (1998); fEste trabajo, gQiagen 
 
 
3.2. Plásmidos. 
 
En la tabla 6 se indican los plásmidos empleados en este trabajo y sus características 
más relevantes. En las figuras 10-19 se detallan las construcciones de los plásmidos 
realizadas en este trabajo. 
 
 
Tabla 6.- Plásmidos utilizados en este trabajo. 
Plásmido Características relevantes Referencia 
pUC18, pUC19 Vector de clonación, Apr Sambrook y Rusell, 2001
pCK01 Vector de clonación de bajo número de copias basado en el replicón pSC101 con el polilinker de pUC18Not, Cmr Fernández et al., 1995 
pAAD Plásmido que contiene la ruta paa en pCK01, Cmr Ferrández et al., 1998 
pAAD::Tn1000- 83 Derivado de pAAD con inserción del transposón Tn1000 en el gen paaE, Cmr Ferrández et al., 1998 
pAAD-∆E Derivado de pAAD::Tn1000-83 con el gen paaE delecionado, Cmr Este trabajo 
pAAD::Tn1000-
∆XY 
Derivado de Tn1000 con los genes paaX y paaY 
delecionados, Cmr Este trabajo 
pAAD::Tn1000-84 Derivado de pAAD con inserción del transposón Tn1000 en el gen paaY, Cmr Ferrández et al., 1998 
pAAD::Tn1000-84R 
Derivado de pAAD con inserción del transposón Tn1000 
en el gen paaY, recuperado de médio sólido con PA como 
única fuente de carbono, Cmr 
Este trabajo 
pAAD::Tn1000-6 Derivado de pAAD con inserción del transposón Tn1000 en el gen paaX, Cmr Ferrández et al., 1998 
pAFK3 Derivado de pSJ19Not con los genes paaKXY, Cmr Ferrández et al., 1998 
pAFK5 Derivado de pUC18 que expresa el gen paaK bajo Plac, Apr Ferrández et al., 1998 
pAFK7 Derivado de pAFK3 que expresa los genes paaK y paaX, Cmr Este trabajo 
pFBP Complejo oxigenasa clonado en pUC18, Apr Ferrández et al., 1998 
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Plásmido Características relevantes Referencia 
pAFDA Complejo oxigenasa con paaA delecionado, Apr Este trabajo 
pAFDB Complejo oxigenasa con paaB delecionado, Apr Este trabajo 
pAFDC Complejo oxigenasa con paaC delecionado, Apr Este trabajo 
pAFDD Complejo oxigenasa con paaD delecionado, Apr Este trabajo 
pAFDE Complejo oxigenasa con paaE delecionado, Apr Este trabajo 
pAFAK Expresa el gen paaA y la ligasa paaK en el plásmido pCK01, Cmr Este trabajo 
pAFBK Expresa el gen paaB y el gen de la ligasa paaK en el plásmido pCK01, Cmr Este trabajo 
pAFCK Expresa el gen paaA y el gen de la ligasa paaK en el plásmido pCK01, Cmr Este trabajo 
pAFDK Expresa el gen paaD y el gen de la ligasa paaK en el plásmido pCK01, Cmr Este trabajo 
pAFEK Expresa el gen paaE y el gen de la ligasa paaK en el plásmido pCK01, Cmr Este trabajo 
pAFAC Derivado de pUC18 que expresa los genes paaA, paaB y paaC, Apr Este trabajo 
pABCK Derivado de pCK01 que expresa los genes paaA, paaB, paaC y el gen de la ligasa paaK, Cmr Este trabajo 
pAFBCK Derivado de pABCK con el gen paaA delecionado, Cmr Este trabajo 
pAFBK2 Derivado de pABCK con los genes paaA y paaC delecionados, Cmr Este trabajo 
pAFX Derivado de pUC18 que expresa el gen paaX bajo control de Plac, Apr Ferrández et al., 1998 
pAFX2 Derivado de pCK01 que expresa el gen paaX bajo Plac, Cmr Ferrández et al., 1998 
pSJ3 Vector de búsqueda de promotores, lacZ flanqueado por sitios NotI, oriColE1, Apr Ferrández et al., 1998 
pSJPY Derivado de pSJ3 con la zona promotora Px, Apr Este trabajo 
pQE32 Ap
r, oriColE1, Promotor T5, operador lac, N-terminal 6-
His QIAGEN 
pREP4 Plásmido que expresa el represor lacI, Kmr  QIAGEN 
pX2BS Derivado del plásmido pQE32 que expresa el gen paaX fusionado a un tag de 6 histidinas en su extremo 5´, Apr Este trabajo 
pUCX2 Derivado de pUC18 que expresa el gen paaX bajo control de Plac, Apr Este trabajo 
pAFY Derivado de pUC18 que expresa el gen paaY bajo control de Plac, Apr 
Tesis Doctoral de A. 
Ferrández (1998) 
pQEYES Derivado de pQE32 que expresa el gen paaY, Apr  Este trabajo 
pQEYBS Derivado de pQE32 que expresa el gen paaY fusionado a un tag de 6 histidinas en su extremo 5´, Apr Este trabajo 
pAFPX Derivado de pSJ3 con la zona promotora Px clonada, Apr Ferrández et al., 1998 
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Plásmido Características relevantes Referencia 
pUCPX Derivado de pUC18 con la zona promotora Px, Apr Este trabajo 
pAFE Derivado de pUC18 con el gen paaE clonado a favor del promotor Plac, Apr Este trabajo 
pAFE- Derivado de pUC18 con el gen paaE clonado en contra del promotor Plac, Apr Este trabajo 
pAFA Derivado de pUC18 con el gen paaA clonado en contra del promotor Plac, Apr Este trabajo 
pAFD Derivado de pUC18 con el gen paaD clonado en contra del promotor Plac, Apr Este trabajo 
pAFPX-T Zona promotora Px clonada en mini-transposón del vector pUT miniTn-5Km2 
Tesis Doctoral A. 
Ferrández (1998) 
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Figura 10.- Representación de la construcción de los plásmidos delecionados en los genes 
paaC, paaA y paaE, implicados en el complejo de hidroxilación de PA-CoA, a partir del 
plásmido pFBP. El plásmido pFBP se digirió con la enzima de restricción ClaI y se religó para dar 
lugar al plásmido pAFDC. El mismo plásmido se digirió con las enzimas de restricción EcoRV y 
Eco47III para obtener el plásmido pAFDA delecionado enel gen paaA y con la enzima de restricción 
BstEII para obtener el plásmido pAFDE, delecionado en el gen paaE. Se señalan los sitios de 
restricción más relevantes. Las flechas indican la dirección de la transcripción de los genes. El 
símbolo ∆ indica genes delecionados. Apr, representa el gen que confiere resistencia a ampicilina. 
Plac representa al promotor del operón lac de E. coli. 
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Figura 11.- Representación de los plásmidos delecionados en dos de los genes, paaD y 
paaB , responsables de la hidroxilación de PA-CoA. Se indican los sitios de restricción más 
relevantes. Las flechas indican la dirección de la transcripción de los genes. Apr, representa el gen que 
confiere resistencia a ampicilina. Plac representa al promotor del operón lac de E. coli. A) Para la 
construcción del plásmido pAFDD se amplificó el gen paaE con los oligonucleótidos PE5 y Reverso 
–48 (Tabla 7) y el fragmento SmaI se clonó en el plásmido pUC18, dando lugar al plásmido pAFE-. 
Este plásmido se digirió primero con la enzima de restricción HindIII y y el extremo se hizo romo 
mediante rellenado con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli y posteriormente se 
digirió con EcoRI; el fragmento resultante se ligó en el plásmido pAFAC (Fig. 12) digerido con SmaI 
y EcoRI. B) Para la construcción del plásmido pAFDB se amplificó el gen paaA con los 
oligonucleótidos PAP y PA5N (Tabla 7) y el fragmento BamHI / XbaI se clono en el plásmido 
pUC18, dando lugar al plásmido pAFA. Por otra parte los genes paaCDE se amplificaron con los 
oligonucleótidos PC5 y Reverso –48 (Tabla 7) y se digirieron con BamHI y EcoRI, el fragmento 
resultante se clonó en el plásmido pAFA digerido con las mismas enzimas de restricción. 
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Figura 12.- Subclonación de los genes paaA, paaB y paaC junto con el gen de la ligasa 
paaK en el vector pCK01. El fragmento XbaI/SmaI del plásmido pAFAC fue clonado en el plásmido 
pAFK3 digerido con las mismas enzimas de restricción, obteniéndose la construcción pABCK. Se 
representan también los plásmidos resultantes de las deleciones sucesivas de los genes paaA y paaC a 
partir de este plásmido. Se indican los sitios de restricción más significativos. La flechas indican la 
dirección de la transcripción de los genes. El símbolo ∆ indica genes delecionados. Cmr y Apr, 
representan los genes que confieren resistencia a cloranfenicol y ampicilina, respectivamente. Plac 
representa al promotor del operón lac de E. coli. 
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Figura 13.- A) Construcción del plásmido pAAD-∆E a partir del plásmido 
AAD::Tn1000-83. El plásmido pAAD::Tn1000-83 se trató con la enzima de restricción XmnI y se 
ligó para obtener el plásmido pAAD-∆E, delecionado en el gen paaE. B) Construcción del 
lásmido pAAD::Tn1000-∆XY a partir del plásmido pAAD::Tn1000-6. El plásmido 
AAD::Tn1000-6 se trató con la enzima de restricción BamHI y se religó para obtener el plásmido 
AAD::Tn1000-∆XY, delecionado en los genes paaXY. En A) y B) se indican los sitios de restricción 
ás relevantes. Las flechas indican la dirección de la transcripción de los genes. El símbolo ∆ indica 
enes delecionados. Cmr, representa el gen que confiere resistencia a cloranfenicol. Plac representa al 
romotor del operón lac de E. coli. 
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Figura 14.- Representación esquemática de la subclonación del gen de la ligasa, paaK con 
cada uno de los genes paaA, paaB y paaC del complejo de hidroxilación. Se indican los sitios de 
restricción más relevantes. Las flechas indican la dirección de la transcripción de los genes. El 
símbolo ∆ indica genes delecionados. Cmr, representa el gen que confiere resistencia a cloranfenicol. 
Plac representa al promotor del operón lac de E. coli. A) El gen paaA se amplificó con los 
oligonucleótidos AFA-A5 y AFA-A3  y se digirió con la enzima de restricción SacII, este fragmento 
se clonó en el plásmido pAFK3 digerido previamente también con SacII. B) El plásmido pAFBK se 
construyó a partir del fragmento SphI / HincII del plásmido pAFAC que se clonó el el plásmido 
pAFK3 digerido primero con la enzima de restricción SacII y tratado con la T4 DNA Polimerasa de E. 
coli y digerido en segundo lugar con SphI. C) El gen paaC se amplificó con los oligonucleótidos PC5 
y PC3 y se digirió con las enzimas de restricción BamHI y SmaI para clonarlo en el plásmido pUC18, 
el plasmido resultante pAFC se digirió con SphI y SmaI y el fragmento obtenido se clonó en el 
plásmido pAFK3.  
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Figura 15.- Representación esquemática de la subclonación del gen de la ligasa, paaK con 
s genes paaD y paaE del complejo de hidroxilación. Se indican los sitios de restricción más 
levantes. Las flechas indican la dirección de la transcripción de los genes. El símbolo ∆ indica genes 
elecionados. Cmr, representa el gen que confiere resistencia a cloranfenicol. Plac representa al 
romotor del operón lac de E. coli. A) Los extremos del fragmento generados mediante doble 
igestión con las enzimas de restricción SspI / AvaI de pFBP se hicieron romos mediante rellenado con 
 fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli, posteriormente este fragmento se clonó en el 
lasmido pUC18 digerido con SmaI. El plásmido resultante pAFD se digirió con SphI y Ecl136II y se 
onó en el plásmido pAFK3 digerido primero con SacII y tratado con T4 DNA polimerasa para hacer 
te extremo romo y posteriormente digerido con la enzima de restricción SphI. B) El fragmento SphI / 
cl136II del plásmido pAFE- (Fig. 11A) se clonó en el plásmido pAFK3 digerido previamente con la 
zima SacII, haciendo romo el extremo con T4 DNA polimerasa de E. coli y posteriormente digerido 
n la enzima SphI.  
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Figura 16.- Construcción del plásmido pUCX2 para hiperproducir la proteína PaaX. El 
fragmento de DNA que contenía el gen paaX se obtuvo mediante PCR utilizando los oligonucleótidos 
PXE5 y PY3-BamHI (Tabla 7) y el plásmido pAAD (Tabla 6) como DNA molde. El producto 
amplificado y el plásmido pUC18 se trataron con las endonucleasas de restricción EcoRI y BamHI 
ligándose los fragmentos resultantes para generar el plásmido pUCX2. La mezcla de ligación se 
utilizó para transformar células competentes de E. coli JM109 y la cepa resultante JM109 (pUCX2) se 
seleccionó en medio LB con ampicilina. Se incluyen los sitios de restricción más relevantes. Apr, 
indica el gen que confiere resistencia a ampicilina. Plac representa al promotor del operón lac de E. 
coli. 
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Figura 17.-  Construcción del plásmido pX2BS para hiperproducir la proteína His6-PaaX. El 
fragmento de DNA que contenía el gen paaX se obtuvo mediante PCR utilizando los oligonucleótidos X5-
Bam y X3-Sac (Tabla 7) y el plásmido pAAD (Tabla 6) como DNA molde. El producto amplificado y el 
plásmido pQE32 se trataron con las endonucleasas de restricción BamHI y SacI ligándose los fragmentos 
resultantes para generar el plásmido pX2BS. La mezcla de ligación se utilizó para transformar células 
competentes de E. coli JM109 y la cepa resultante E. coli JM109 (pX2BS) se seleccionó en medio LB con 
ampicilina. 6xHis indica la secuencia codificante de 6 histidinas. Se incluyen los sitios de restricción más 
relevantes. Apr, indica el gen que confiere resistencia a ampicilina. 
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igura 18.- Construcción de plásmidos para hiperproducir la proteína PaaY. Los 
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F
entos de DNA que contenían el gen 
nucleótidos Y5-Eco, Y3-Sac para construir el plásmido pQEYES y los oligonucleótidos Y5-
Bam, Y3-Sac para el plásmido PQEYBS; en ambos casos el molde empleado fue el plásmido pAAD. 
El producto amplificado y el plásmido pQE32 se trataron con las endonucleasas de restricción EcoRI, 
SacI o BamHI, ligándose los fragmentos resultantes para generar el plásmido pQEYES o pQEYBS. 
La mezcla de ligación se utilizó para transformar células competentes de E. coli M15 (pREP4). Se 
incluyen los sitios de restricción más relevantes. Apr, indica el gen que confiere resistencia a 
ampicilina. 
 
 
 
Construcción del plásmido pSJPY para la búsqueda de una posible región 
 gen paaY. El fragmento de DNA que contiene la región intergénica paaX-paaY
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 mediante PCR utilizando los oligonucleótidos PY5-KpnI y PY3-BamHI (Tabla 7) y como 
DNA molde el plásmido pAAD. El producto amplificado y el plásmido pSJ3 se trataron con las 
endonucleasas de restricción KpnI y BamHI, ligándose los fragmentos resultantes para generar el 
plásmido pSJPY. Se incluyen los sitios de restricción más relevantes. MCS, sitio de clonación 
múltiple. Apr, indica el gen que confiere resistencia a ampicilina.  
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3.3
Para la construcción de las cepas de E. coli AFMCPX, S90CPX y DPB101PX, el 
lásmid
3.4. Condiciones de cultivo. 
os medios utilizados para cultivar las células de E. coli fueron el medio rico Luria-
Bertani
oncentradas que las 
concen
. Construcción de las cepas de E. coli AFMCPX, S90CPX y DPB101PX. 
 
 
p o pAFPX-T (Tabla 6), que contiene la región promotora Px fusionada al gen lacZ 
en el mini-transposón del vector pUT miniTn-5Km2 (de Lorenzo y Timmis, 1994), se 
transfirió de E. coli S17-1 λpir a las cepas huésped E. coli AFMC, E, coli S90CRif y E. 
coli DPB101Rif (ver apartado 3.6.) que carecen de actividad β–galactosidasa. Los 
exconjugantes que contenian las fusiones traduccionales insertadas de forma estable en el 
cromosoma se seleccionaraon con el marcador del transposón, kanamicina, en placas de 
LB rifampicina. 
 
 
 
L
 (LB) (Sambrook y Rusell, 2001) y el medio mínimo M63 (Miller, 1972) 
suplementado con la fuente de carbono requerida, ácido fenilacético 5 mM o glicerol 20-50 
mM. Las vitaminas y aminoácidos fueron añadidos al medio en las concentraciones 
recomendadas en Gerhardt et al. (1994). Las células se incubaron a 37 ºC en un agitador 
orbital. Para los cultivos en medio sólido se empleó Bacto Agar (Pronadisa) al 1,5% (p/v). 
El crecimiento de los cultivos en medio líquido fue monitorizado por turbidimetría a 600 
nm (Abs600) empleando un espectrofotómetro Beckman DU-520. La morfología celular se 
analizó con un microscopio de contraste de fase Nikon OPTIPHOT-2. 
Los antibióticos se prepararon en soluciones 1000 veces más c
traciones finales requeridas para los medios de cultivo utilizando agua destilada 
miliQ, a excepción del cloranfenicol que se preparó en etanol 100% y la rifampicina que se 
preparó en DMSO 100%. Las soluciones preparadas en agua se filtraron y se mantuvieron 
a –20ºC. Los antibióticos se utilizaron a las concentraciones finales que se indican a 
continuación: ampicilina (Ap, 100 µg/ml), cloranfenicol (Cm, 34 µg/ml), kanamicina (Km, 
50 µg/ml) y rifampicina (Rif, 50 µg/ml). Otras sustancias utilizadas en los medio fueron 
IPTG 0,2 mM o X-gal 0,08 mM.  
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3.4.1. Cultivos en anaerobiosis. 
Para los cultivos anaerobios de E. coli, se utilizó medio mínimo M63, suplementado 
con K
.5. Transformación de células de E. coli. 
os métodos empleados para la preparación de células de E. coli competentes y para 
su tr
.6. Transferencia de plásmidos por conjugación. 
os plásmidos se movilizaron por conjugación biparental siguiendo el método 
descrit
.7. Técnicas de manipulación de DNA. 
as técnicas utilizadas para la preparación y manipulación del DNA han sido 
descr
PCR Product Purification Kit” (Roche). 
 
 
NO3 10 mM como aceptor final de electrones y glicerol 20 mM como fuente de 
carbono, en algunos casos se añadió PA (5 mM) como inductor, incubándose las células a 
30ºC sin agitación. El medio anaerobio se preparó en botellas de vidrio y se burbujeó con 
N2. Las botellas se cerraron con tapones de goma y se sellaron con arandelas de aluminio,  
esterilizándolas posteriormente el medio. Para inocular las bacterias y añadir las fuentes de 
carbono se utilizaron jeringas de plástico.  
 
 
3
 
L
ansformación fueron el método del RbCl (Sambrook y Rusell, 2001) o la 
electroporación (Wirth et al., 1989). En este último método se empleó un equipo Gene 
Pulser/Pulse Controller de Bio-Rad. 
 
 
3
 
L
o por de Lorenzo et al., (1994). Los transconjugantes fueron seleccionados en placas 
de LB con los correspondientes antibióticos. 
 
 
3
 
L
itas  por Sambrook y Rusell (2001). Las nucleasas de restricción fueron suministradas 
por Amersham, Pharmacia y New England Biolabs. La T4 DNA ligasa fue adquirida de 
Amersham, el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli y la T4 DNA 
polimerasa de New England Biolabs y la DNA polimerasa de Applied Biosystem o 
Biotools. Todas las enzimas se utilizaron siguiendo las indicaciones de las 
correspondientes empresas suministradoras. Los fragmentos de DNA se purificaron 
empleando geles de agarosa, usando el Kit GeneClean (BIO 101) o el kit “High PureTM 
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3.7.1. Aislamiento de DNA plasmídico. 
 
Para la extracción de DNA plasmídico se siguió el protocolo de lisis alcalina según 
. Además, la purificación de DNA plasmidico se 
realizó mediante el método High PureTM Plasmid Purification Kit (Roche) siguiendo las 
indicac
n cadena con DNA  polimerasa termorresistente 
CR). 
 
ycler 
 de Eppendorf y las enzimas AmpliTaq DNA polimerasa (Perkin Elmer), 
Biotools DNA polimerasa (Biotools B. M. Labs) y Pfu Polimerasa (Biotools B. M. Labs), 
de acu
 se detalla en la tabla 7. En todos los casos los 
oligonucleótidos fueron sintetizados con un sintetizador Oligo-1000M (Beckman 
Instrum
 7.- Oligonucleótidos sintéticos. 
Nombre Secuencia (5'→ 3') / Diana de restricción Aplicación 
se detalla en Sambrook y Rusell (2001)
iones de la casa comercial. 
 
 
3.7.2. Reacción de amplificación e
(P
Para llevar a cabo la amplificación del DNA se empleó un equipo Masterc
gradient
erdo con las instrucciones de los proveedores. Las mezclas de reacción contenían 
MgCl2 1,5 mM y dNTPs 0,2 mM. Los productos amplificados se purificaron utilizando el 
kit de Geneclean (Bio 101) o, en el caso de un sólo producto amplificado, el kit High 
PureTM PCR Product Purification (Roche). 
La secuencia de los oligonucleótidos utilizados en las amplificaciones de los 
distintos fragmentos de DNA de este trabajo
ents, Inc.) en el servicio de química de proteínas del Centro de Investigaciones 
Biológicas. 
 
 
Tabla 
AFA-A5 AGGCCGCGGTCCTTATGCGACCTTACGGGCATG / SacII 
Oligonucleótido para la amplificación 
del gen  paaA y construcción del 
plásmido pAFAK. 
AFA-A3 TCCCCGCGGGTCACAGTTCAAGCATACAA / SacII 
do para la amplificación 
PADE-5 CAGTTCACCCTGATCTACGGTAACC 
pleado para la 
os en este gen. 
Oligonucleóti
del gen  paaA y construcción del 
plásmido pAFAK. 
Oligonucleótido em
amplificación de una zona interna del 
gen paaE y comprobación de 
mutantes delecionad
PADE-3 CTTCGCGTCAAAGTCAACCACC 
Oligonucleótido empleado para la 
amplificación de una zona interna del 
gen paaE y comprobación de 
mutantes delecionados en este gen. 
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Nombre Secuencia (5'→ 3') / Diana de restricción 
Oligonucleótido empleado para clonar 
la posible zona promotora del gen 
paaY
Oligonucleótido empleado para clon
la posible zona promotora del gen 
paaY. 
Oligon
paaX en el plásmido pQE32. 
Oligonucleótido para clonar el gen 
paaX 
fusionado a un tag de 6 histidinas. 
Oligonucleótido para clonar 
paaX en el plásmido pQE32. 
Oligonucleótido para clonar el gen 
paaY en el plásmido pQE32. 
Oligonucleótido para clonar el gen 
paaY en el plásmido 
fusionado a un tag de 6 histidinas. 
Oligonucleótido para clonar
paaY en el plásmido pQE32. 
Oligonucleótido empleado para RT-
PCR, amplifica una zona interna 
gen paaX. 
Oligonucleótido empleado p
PCR, amplifica una zona interna del 
gen paaX. 
Oligonucleó
PCR, amplifica una zona interna del 
gen paaY. 
Oligonucleó
PCR, amplifica una zona interna del 
gen paaY. 
Oligonucleó
PCR, amplifica la zona intergénica 
entre los genes paaX y paaY. 
Oligonucleó
PCR, amplifica la zona intergénica 
entre los genes paaX y paaY. 
Oligonucleótido empleado pa
PCR, amplifica una zona interna del 
gen paaK. 
Oligonucleótido empleado pa
PCR, amplifica una zona interna del 
gen paaK. 
Oligonucleó
zona promotora del gen paaX. 
Oligonucleótidos para amplificar la 
zona promo
PX-5 TCGGGTGTTTGATCTGCGC 
PQE-R GTTCTGAGGTCATTACTGGATCT Oligonucleótido para secuenciar  plásmidos derivados de pQE32 
Aplicación 
PY5-KpnI GTGGTACCTCTTTGATCTCCTCTCTG / KpnI 
. 
PY3-BamHI GTCGGATCCACAAAACTCTCTTC / BamHI 
ar 
X5-Eco GTGAATTCTGGCCCTGGTGAGGTAA / EcoRI ucleótido para clonar el gen 
X5-Bam TCGGATCCGTAAACTTGTTACTTTTATCC / BamHI en el plásmido pQE32 
X3-Sac CCGGAGCTCGACCATCTATCTG / SacI el gen 
Y5-Eco TTTGAATTCTGAACAGGAGGCGAT / EcoRI 
Y5-Bam GCGGGATCCCAATTTACCAGATAG / BamHI pQE32, 
Y3-Sac AACGAGCTCAGCGCCGCATC / SacI  el gen 
IX3 ACGCAGTGCTGCACGAGAAAGC del 
IX5 GAAGGCTGGCTGGATGTTTCCC 
ara RT-
IY3 TTCCATGCCAGCTCCTGCTCAC 
tido empleado para RT-
IY5 AGGCAAGGGCGTTTACGTTGG 
tido empleado para RT-
IX25 AAACCTCGGTCGGTGAACTGCC 
tido empleado para RT-
IY25 GCGGCGGATAATGCAACCATG 
tido empleado para RT-
IK3 TGCCGCTCCAGCTCTTCAATCAG 
ra RT-
IK5 CGTGCCGATGGAACAAGTGGTG 
ra RT-
PX-3 AGATGTGCCACTGACCGGAAC tidos para amplificar la 
 
tora del gen paaX. 
EV  
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Nombre Secuencia (5'→ 3') / Diana de restricción Aplicación 
PQE-DIR  CCCCGAAAAGTGCCACCTG 
Oligonucleótido para secuenciar 
plásmidos derivados de pQE32
PA5-1 CAATCTCGGAATGCGCATG Oligonucleótidos para amplificar la 
zona promotora del gen paaA. 
PAP GGTCTAGAGTTATCAAAATAGAGTGCG / XbaI ar la 
zona promotora del gen paaA. 
SG-1 CTGTGACAGATTTCGCACTC icar la 
zona promotora del gen paaZ. 
PZ5 GGGGTGAATCAAACGGCTACG icar la 
zona promotora del gen paaZ. 
Oligonucleótidos para amplific
Oligonucleótidos para amplif
Oligonucleótidos para amplif
PC5 CCGGATCCAACGTTTTACACCATC / BamHI 
car el 
gen paaC y construir el plásmido 
ar los 
genes paaCDE y construcción del 
PC3 CCCCCGGG
Oligonucleótido para amplifi
pAFCK 
Oligonucleótido para amplific
plásmido pAFDB 
Oligonuc
gen paaC y construir el plásmido 
pAFCK. 
Oligonucleótido p
plásmido pAFDD. 
Oligonucl
gen paaA y construir el plásmido 
pAFDB. 
Oligonucleótido par
de pAFDB. 
PA3N GGGGATCCTTATGCGACCTTACGGG / BamHI 
Oligonucleótido para amplificar el 
PE5 CCCCCGGG
gen paaA y construir el plásmido 
pAFDB 
Oligonucleót
gen paaE y construir el plásmido 
pAFDD 
Oligonuc
construcción del plásmido pAFDB 
Oligonucleótido empleado en la 
construcc
Las secuencias s  creadas 
 
 
La secuenciación de DNA se llevó a cabo en el servicio de secuenciación del 
gicas utilizando un secuenciador automático modelo ABI 
Prism 3700 (Applied Biosystems). Para la reacción de secuenciación se utilizó el “Dye 
Termin
ubrayadas indican las dianas de restricción
 
TGGCCAGACGTT / SmaI 
leótido para amplificar el 
ara amplificar los 
genes paaABC y construcción del 
PAP GGTCTAGAGTTATCAAAATAGAGTGCG / XbaI 
eótido para amplificar el 
a la amplificación 
de los genes paaABC y contrucción 
 
TATTTGAGGATGCCATGAC / SmaI 
ido para amplificar el 
Reverso -48 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA leótido empleado en la 
PXE5 GGGAATTCTAAATGAAGGAGAAAGATAATGAGTAAAC
TTGTTACTTTA / EcoRI ión del plásmido pUCX2 
3.7.3. Secuenciación de DNA.  
Centro de Investigaciones Bioló
ator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” de Applied Biosystems, y la DNA 
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polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de los suministradores. Las 
reacciones se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con un termociclador “Gene 
Amp PCR System 2400” de Perkin-Elmer,  
Para los experimentos de footprinting con DNasaI se utilizó el método de 
secuenciación química descrito por Maxam y Gilbert (1977) que sirvió para localizar las 
regione
3.8. Análisis de los metabolitos acumulados en el medio de cultivo. 
 
 
forma rápida la presencia del ácido 2-hidroxifenilacético en el 
medio de cultivo se empleó el ensayo de Gibbs (Kayser et al., 1993). La 2,6-
dicloro
 ml de cultivo y se ajusta a pH 8,0 con Na2CO3 (10% p/v). Se 
añaden
s de DNA protegidas en la secuencia del promotor. Esta reacción de secuencia se 
basa en dos procesos químicos fundamentales: a) algunas bases del DNA específicas 
experimentan una modificación debida a la acción del ácido fórmico al 1% (v/v), y b) las 
bases modificadas son separadas de su azúcar dejando así accesibles los enlaces 
fosfodiéster 5´y 3´ que son atacados mediante la acción de la piperidina. 
 
 
3.8.1. Ensayo de Gibbs. 
Para detectar de 
quinona-4-cloroimida (reactivo de Gibbs) reacciona con los grupos -OH en posición 
orto del anillo aromático dando lugar a un complejo de color azul que se analiza 
espectrofotométricamente. 
El procedimiento experimental para llevar a cabo el análisis es el siguiente, se 
recoge el sobrenadante de 1
 10 µl de reactivo de Gibbs (10 mg ml-1, en etanol), se incuba durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, para que se desarrolle el color. Pasado este tiempo, se mide la 
absorbancia a 610 nm, empleando un espectrofotómetro Beckman DU-520. Para poder 
relacionar este valor con la concentración de 2HPA se realiza una curva de calibrado con 
concentración conocidas de 2HPA. 
 
41 
Materiales y Métodos 
 
0,00
0,20
0,40
0,60
0,80
1,00
1,20
1,40
1,60
1,80
0 20 40 6
[2HPA] (µM)
Pendiente = 0,0329
Abs610 nm 
0
 
Figura 20.- Calibrado obtenido mediante el ensayo de Gibbs que relaciona la 
concentración de 2HPA con la absorbancia a 610 nm. 
 
 
 
3.8.2. HPLC. 
 
 Para el análisis de metabolitos secretados al medio de cultivo se utilizó también la 
técnica de HPLC, empleando un equipo Gilson equipado con una columna Lichrosphere 
5RP-8 (150×4,6 mm). Como eluyente se empleó metanol-H2O al 35%, conteniendo ácido 
trifluoracético 1:1000, a un flujo de 1ml/min. 
 
 
3.8.3. Espectroscopía de masas. 
 
Para los análisis de masas se utilizó un espectrómetro de masas Q-Mass (Perkin-
Elmer) acoplado a un cromatógrafo de gases Autosystem (Perkin-Elmer), con una columna 
capilar de sílice fundida con SPB-1 (30 m x 0,25 mm, espesor de la película 0,25 µm), con 
helio (25 psi) como gas portador. La muestra fue preparada por extracción de los 
correspondientes sobrenadantes, ajustados a pH 3 con HCl, con un volumen de acetato de 
etilo. La fase no acuosa fue secada con Na2SO4 y evaporada bajo una corriente de N2. El 
residuo obtenido fue disuelto en 50 µl de piridina que contenía 3-etilvainillina (4 mg/ml) 
como patrón interno, y 12,5 µl de esta solución fueron tratados durante 30 minutos a 80 ºC 
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con 20 µl de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) como agente derivatizante. La 
muestra así preparada fue inmediatamente analizada. 
Los picos detectados en el cromatograma se identificaron comparando su tiempo de 
retención y su espectro de masas con los de patrones analizados en idénticas condiciones. 
 
 
3.9. Ensayo de actividades enzimáticas.  
 
3.9.1. Ensayos de la actividad fenilacetato-CoA ligasa de PaaK. 
 
Los ensayos de actividad PA-CoA ligasa se llevaron a cabo según el método 
descrito por Martínez-Blanco et al. (1990), con algunas modificaciones. Se crecieron las 
células productoras de PA-CoA ligasa a 37 ºC durante la noche en medio mínimo 
empleando glicerol 20 mM como fuente de carbono y en presencia o ausencia de PA 5 mM 
como inductor. Las células fueron entonces diluídas en el mismo medio a una Abs600 de 
0,1, incubadas de nuevo a 30 ºC hasta una Abs600 aproximada de 1 y posteriormente 
lavadas en tampón fosfato potásico 0,5 M, pH 8,2; siendo finalmente resuspendidas en 
0,05 volúmenes del mismo tampón. La suspensión celular así obtenida fue empleada en la 
preparación del extracto. Para valorar la actividad PA-CoA ligasa del extracto se preparó 
una mezcla de reacción que contenía 6,5 µl de MgCl2 0,2 M; 25 µl de ATP 0,1 M; 15 µl de 
CoA 20 mM; 15 µl de PA 0,2 mM; 25 µl de solución de hidroxilamina y 50 µl de extracto. 
La mezcla de reacción se incubó a 37ºC durante 30 minutos, y la reacción fue detenida 
añadiendo 250 µl del reactivo de cloruro férrico. Las muestras se mantuvieron 5 minutos 
en hielo y fueron centrifugadas 2 minutos en una microcentrífuga. El color rojo-púrpura 
del fenilacetilhidroxamato formado se determinó midiendo la absorbancia a 540 nm de los 
sobrenadantes. El coeficiente de extinción molar del fenilacetilhidroxamato en estas 
condiciones es de 900 M-1 cm-1 (Martinez-Blanco et al., 1990). A los valores obtenidos se 
les restaron los de las reacciones control llevadas a cabo sin PA. 
La solución de hidroxilamina fue preparada justo antes de su adición al ensayo, 
mezclando volúmenes iguales de hidrocloruro de hidroxilamina 5 M y KOH 5 M. El 
reactivo de cloruro férrico consiste en una mezcla de FeCl3⋅ 6H2O 0,37 M, ácido 
tricloroacético 20 mM y HCl 0,66 M. 
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3.9.2. Ensayo de actividad anhidrasa carbónica. 
 
Se utilizaron dos ensayos diferentes. El primero se basa en la disminución del pH 
que provoca la anhidrasa carbónica cuando cataliza la reacción: CO2 + H2O → H2CO3. El 
ensayo se realizó en un volumen final de 1 ml. Se utilizaron 0,4 ml de Veronal 25 mM, pH 
8,3, 20 µl de rojo fenol (se preparó disolviendo 0,1 g. de rojo fenol en 100 ml de agua), 80 
µl de anhidrasa carbónica comercial (1-2 U, anhidrasa carbónica bovina de Sigma EC 
4.2.1.1), extracto enzimático de PaaY o proteína PaaY purificada y 0,5 ml de H2O saturada 
con CO2. Antes de añadir la enzima el color es rojo debido a que el pH es básico, al añadir 
la enzima la bajada de pH provoca el cambio de color a transparente.  
En el segundo ensayo empleado se midió la variación de absorbancia a 348 nm y 
25ºC debida a la hidrólisis de p-nitrofenilacetato por acción de la anhidrasa carbónica. El 
ensayo se realizó en un volumen final de 500 µl. Se añadieron 316 µl de Tris-HCl pH 7,6, 
50 mM, 167 µl de p-nitrofenilacetato 3 mM (para prepararlo se disolvieron 13,6 mg de p-
nitrofenilacetato en 1 ml de acetona y se diluyó con agua hasta un volumen de 25 ml) que 
se prepara cada vez que se hace el ensayo. La reacción comienza cuando se añaden 16 µl 
de anhidrasa carbónica bovina (1-2 U/ml) o diferentes diluciones de la proteína PaaY.  
 
 
3.9.3. Medida de la actividad β-galactosidasa. 
 
Para medir la actividad de la enzima β-galactosidasa se utilizó el método descrito por 
Miller (Miller, 1972). Los resultados que se muestras son una media de tres experimentos 
independientes con una desviación menor del 10%. 
 
 
3.9.4. Ensayos de actividad tioesterásica sobre compuestos derivados de CoA. 
 
Obtención de extractos proteicos 
Para la preparación de los extractos proteicos se inoculan 50 ml de LB en un matraz 
de 500 ml. Cuando la Abs 600 es de 0,4-0,6, se añaden otros 50 ml de LB y 100 µl de IPTG 
100 mg/ml. Se incuba el cultivo entre 2 y 3 horas a 37ºC y se recogen las células por 
centrifugación en una centrífuga Sorvall equipada con un rotor GSA (Sorvall Instruments) 
(5000 rpm/10 min). A continuación se resuspenden las células en 2 ml de tampón de 
ruptura: Tris-HCl 25 mM, pH 8, y glicerol al 50%. Las células se rompen por ultrasonidos 
en un sonicador B-12A de Branson Sonic Power Co. (Danbury, Connecticut) mediante 3 
44 
Materiales y Métodos 
 
pulsos de sonicación de 10 segundos con intervalos de 10 segundos en un baño de hielo-
agua. Los extractos obtenidos se centrifugan a 15000 rpm durante 15 minutos en un rotor 
SS-34 (Sorvall Instruments). El sobrenadante se decantó cuidadosamente y se empleó 
como extracto crudo. La determinación de la concentración de proteína se realizó 
empleando el método de Bradford (1976) usando seroalbúmina bovina (BSA) como 
patrón. 
 
Ensayo de actividad 
En un volumen final de 0,5 ml se utiliza la siguiente mezcla de reacción: Tris-HCl 
25 mM, pH 8, glicerol 25%, DTNB (ácido 5,5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico) 1 mM, CoCl2 5 
µM y el correspondiente compuesto derivado de CoA a una concentración de 200 µM. El 
extracto celular se diluye en Tris-HCl 25 mM, pH 8, y glicerol al 50%, justo antes de su 
utilización. Para comenzar el ensayo se añade a la mezcla de reacción la dilución de 
extracto (preparado según se indica anteriormente) o la proteína purificada. Los ensayos se 
realizan a 30 ºC midiendo la variación de absorbancia a 412 nm en un espectrofotómetro 
Beckman DU®529. En estas condiciones la reacción se mantiene lineal durante más de un 
minuto. Para el cálculo de Km y Vmax con los diferentes compuestos derivados de CoA se 
variaron las concentraciones de sustrato de 0 a 500 µM.  
La reacción se puede seguir espectrofotométricamente a 412 nm debido a la 
producción de ácido tionitrobenzoico que tiene color amarillo El coeficiente de extinción 
molar para este producto es de 13,6 mM-1⋅cm-1 a esta longitud de onda. 
 
 
3.10. Técnicas de proteínas. 
 
3.10.1. Purificación de la proteína PaaX. 
 
Obtención de extractos proteicos 
Para purificar la proteína PaaX, se creció un cultivo de E. coli JM109 (pUCX2) o 
E. coli JM109 (pX2BS) hasta alcanzar una Abs 600 de 0,6, en ese momento se diluye el 
cultivo con otro volumen igual de LB y se inducen con 0,5 mM de IPTG. Se dejó crecer 
durante 4 horas a 37ºC. Las células se concentraron por centrifugación en una centrífuga 
Sorvall RC5 equipada con un rotor GSA (Sorvall Instruments) 15 min, 7000 rpm a 4ºC y 
se lavaron con tampón TRRG (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, conteniendo glicerol al 10%, β-
mercaptoetanol 2 mM, EDTA 10 mM y KCl 50 mM). Una vez lavadas las células, el 
sedimento correspondiente a medio litro de cultivo se resuspende en 0,01 volúmenes de ese 
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mismo tampón. Las células se lisaron mediante el empleo de una prensa de French 
(Aminco Corp.) a una presión de 20000 psi. La suspensión obtenida se centrifugó a 14000 
rpm durante 20 min en una centrífuga Sorvall RC5 equipada con un rotor SS-34 (Sorvall 
Instruments) a 4 ºC. Se recogió el sobrenadante. La determinación de la concentración de 
proteína se realizó empleando el método de Bradford (1976), usando seroalbúmina bovina 
(BSA) como patrón. 
 
Purificación de la proteína PaaX nativa  
El sobrenadante obtenido se precipita con un 0,05% de polietilenimina (PEI), para 
ello se aumenta la molaridad hasta alcanzar una concentración 1 M de KCl, añadiendo el 
volumen necesario de una solución de KCl a 2,5 M. Esta fuerza iónica de sal permite la 
solubilización de las proteínas que interaccionan con el DNA, el DNA queda libre y puede 
unirse al polímero de PEI lo que provoca su precipitación (Giraldo y Rhodes, 1994). La 
solución se agita lentamente durante 15 min y después se centrifuga a 14000 rpm durante 
15 min. El sobrenadante de la precipitación se dializa a 4ºC frente al tampón TRRG 
durante varias horas, realizando varios cambios de tampón. En la diálisis se observa la 
aparición de un precipitado blanco, se centrifuga 15 minutos a 14000 rpm y se recupera el 
sobrenadante donde permanece la proteína PaaX. 
Este sobrenadante se precipita con sulfato amónico al 40%. La proteína PaaX a esta 
concentración de sulfato amónico precipita. El precipitado obtenido mediante 
centrifugación a 14000 rpm se resuspende en 3 ml de TRRG y se dializa posteriormente 
frente a un tampón con fuerza iónica menor (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, conteniendo 
glicerol al 10%, β-mercaptoetanol 2 mM, EDTA 10 mM y KCl 25 mM). En este paso de 
diálisis PaaX precipita. Para recuperar la proteína se centrifuga de nuevo 15 minutos a 
14000 rpm. La fracción precipitada se resuspende en 0,5 ml - 1 ml de TRRG, y se carga en 
una columna de Sephadex G-100 para realizar una filtración en gel. Las fracciones 
recogidas, en este paso de purificación, que contiene proteína PaaX se conservan a -80 ºC 
con 40% de glicerol. (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, β-mercaptoetanol 2mM, 
KCl 50 mM y 40% glicerol). 
 
 
3.10.2. Purificación de la proteína PaaY. 
 
Para la purificación de PaaY, se parte de un preinóculo de células en fase 
estacionaria E. coli M15 (pRP4, pQEYBS) o E. coli (pREP4, pQEYES), este cultivo se 
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diluye en LB y se incuba a 37ºC hasta alcanzar una Abs600 de 0,5, en ese momento el 
cultivo se diluye de nuevo con el mismo volumen de LB y se añade IPTG a una 
concentración de 0,5 mM. Se creció durante 12 horas a 30ºC. Las células se recuperaron 
por centrifugación en un rotor GSA a 7000 rpm. El sedimento obtenido se resuspende en 
20 ml de Tris-HCl 25 mM a pH 8.0 y se lisa mediante el empleo de una prensa de French 
(Aminco Corp.) a una presión de 20000 psi. La suspensión obtenida se centrifugó a 14000 
rpm durante 15 minutos en un rotor SS-34 (Sorvall Instruments) a 4ºC. El sobrenadante se 
decanta y se precipita con sulfato amónico. En primer lugar se utiliza el 40 % de sulfato 
amónico y se recupera el sobrenadante centrifugando a 14000 rpm durante 15 minutos, a 
este sobrenadante se le añade de nuevo sulfato amónico hasta alcanzar una concentración 
del 60%. Se centrifuga 15 minutos más a 14000 rpm y en este paso se recupera el 
sedimento que se resuspende en Tris-HCl 25 mM con una concentración 500 mM de 
sulfato amónico. Este sedimento resuspendido se carga en una columna de Fenil-sefarosa 
equilibrada previamente con ese mismo buffer. La proteína PaaY permanece unida a la 
resina. Para la elusión de la proteína se realiza un gradiente desde 500 mM hasta 0 mM de 
sulfato amónico, a un flujo de 1 ml/min, durante el que se recogieron fracciones de 2 ml. 
Las fracciones con proteína se concentran hasta un volumen de 2 ml  con PEG-20000 
(polientilenglicol) para introducirlas en una columna de Sephadex G-100, donde se llevó a 
cabo una cromatografía de filtración en gel, se utilizó Tris-HCl 25 mM a pH 8 y glicerol 
10% como fase móvil a un flujo de 0,4 ml/min. Por último se utilizó una resina de DEAE-
celulosa, intercambio iónico, equilibrada con Tris-HCl 25 mM a pH 8 y glicerol al 10%, 
para la elución de la proteína se empleó un tampón que contenía: Tris-HCl 25 mM a pH 8, 
100 mM de NaCl y glicerol 10%. La proteína PaaY se conservó a -80ºC en Tris-HCl 25 
mM a pH 8 con glicerol (10-40%).  
 
 
3.10.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida. 
 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en 
condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS), en geles de 
poliacrilamida (PAGE), a una concentración del 12,5%, según el método descrito por 
Laemmli (1970). Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en presencia del tampón de 
ruptura (Tris-HCl 250 mM a pH 6,8, SDS 2 %; β-mercaptoetanol 5%; glicerol 10% y azul 
de bromofenol 0,05%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente, utilizando 
un electrolito que contenía Tris-HCl 25 mM a pH 8, glicina 192 mM y SDS 0,1%. La 
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proteínas fueron teñidas con Coomasie brilliant blue R250, según se describe en Swank y 
Munkres, (1971). 
 Las proteínas empleadas como marcadores de tamaño molecular (fosforilasa B, 
97,4 kDa; BSA, 66,2 kDa; ovoalbúmina 45kDa; anhidrasa carbónica, 31 kDa e inhibidor 
de tripsina, 21,4 kDa) se adquirieron de Bio-Rad. 
 
 
3.10.4. Obtención de anticuerpos anti-PaaY. 
 
Los anticuerpos frente a PaaY de E. coli se obtuvieron mediante inmunización de 
un conejo con proteína PaaY. La inmunización del animal se realizó en tres  pasos, en cada 
uno de los cuales se inyectaron 0,1 g de proteína en tampón PBS de forma intramuscular. 
La primera dosis se preparó en adyuvante de Freund completo, y la segunda y tercera en 
adyuvante de Freund incompleto, dejando transcurrir entre cada una de ellas 15 días. 
Pasado este tiempo se extrae el antisuero y se limpia de restos celulares, tras eliminar el 
coágulo sanguíneo por centrifugación del suero a 5000 rpm, 5 min a 4ºC. Posteriormente 
se inactivan las proteínas del complemento incubando a 56ºC durante 15 minutos. Tras este 
tratamiento se alicuotó y congeló a -20ºC.  
La especificidad del antisuero obtenido se ensayó mediante Western blot. 
 
 
3.10.5. Técnica de Western blot. 
 
Los extractos proteicos, tras ser sometidos a electroforesis en geles de SDS-PAGE 
(12,5%) se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Sambrook y Rusell, 2001). La 
membrana se saturó con leche en polvo desnatada al 2% (p/v) en tampón PBS (fosfato 
sódico 10 mM, pH 7,4 con NaCl 140 mM) mediante incubación a 4 ºC durante 12 h. Tras 3 
lavados de 10 minutos con PBS que contenía Tween 80 al 0,05% (v/v), se incubó a 
temperatura ambiente con agitación suave durante 4 h. en presencia del  suero 
correspondiente: anti-PaaY en dilución 1/6000 y anti-PaaK en dilución 1/1000 (preparado 
a partir de la proteína PaaK de P. putida U). Posteriormente se repitieron los lavados con 
PBS-Tween y la membrana se incubó durante 1 h a temperatura ambiente y agitación 
suave con anticuerpos anti-IgGs de conejo conjugados con peroxidasa (Jackson 
Immunoresearch). Finalmente, tras dos lavados con PBS-Tween 0,05% y un tercer lavado 
con PBS, las bandas se visualizaron con peróxido de hidrógeno y 4-cloro-1-naftol 
(SIGMA) en PBS. 
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3.10.6. Determinación de la secuencia amino-terminal. 
 
Para determinar la secuencia N-terminal de la proteína PaaY, se transfirió a una 
membrana de polivinilideno directamente a partir del gel de SDS-PAGE según el método 
descrito previamente (Speicher, 1994). La secuenciación de la proteína se realizó en el 
servicio de química de proteínas del CIB siguiendo el método de degradación de Edman 
empleando un secuenciador automático de proteínas modelo 477A (Applied Biosystems 
Inc.). 
 
 
3.10.7. Ultracentrifugación analítica: equilibrio de sedimentación. 
 
Condiciones experimentales 
Los experimentos de equilibrio de sedimentación se realizaron en una 
ultracentrífuga analítica XL-A (Beckman-Couter), equipada con un sistema óptico UV-
VIS, usando los rotores An60Ti y An50Ti y celdas de doble sector y de seis agujeros de 
ventana de cuarzo de 12 mm de paso óptico, a una temperatura de 20 ºC. Las muestras, se 
equilibraron mediante diálisis a 4 ºC frente a tampón Tris-HCl 25 mM a pH 8 con 100 mM 
de NaCl. El equilibrio de sedimentación en columna corta (60-80 µl de muestra y 70-90 µl 
de referencia), se llevó a cabo a varias velocidades sucesivas: 10000 y 13000 rpm. Las 
medidas de absorbancia (0,001 cm tamaño del paso, 4-10 promedios) fueron tomadas a la 
longitud de onda apropiada. En todos los casos la línea base (contribución del material que 
no es proteína) fue obtenida a alta velocidad de sedimentación (40000 rpm). 
 Las longitudes de onda, fueron seleccionadas teniendo en cuenta el valor del ε280 
para cada muestra estudiada y la concentración de las mismas. Así, en casos de baja 
absorbancia, se eligieron longitudes de onda próximas a la absorción del enlace peptídico y 
del máximo de emisión de la lámpara de xenon, mientras que grandes concentraciones de 
proteína (que saturan las medidas de Abs280), hacen preferibles valores de longitud de onda 
en torno a 255 nm. 
 
Análisis de los datos experimentales 
El cálculo de la masa molecular de flotación (Mw,a) se realizó ajustando la ecuación 
que describe la distribución radial del gradiente de concentración de proteína en el 
equilibrio de sedimentación para un soluto ideal a los datos experimentales, mediante los 
programas EQASSOC y XLAEQ (Minton, 1994). Estos valores se convirtieron en las 
correspondientes masas moleculares usando los respectivos volúmenes específicos 
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parciales, calculados a partir de la composición de aminoácidos y corregidos por la 
temperatura (Laue et al., 1992). 
 
 
3.11. Ensayos de unión DNA-proteína. 
 
3.11.1. Marcaje de sondas con [γ32P]ATP y T4 polinucleótido Kinasa. 
 
Para la reacción de marcaje se emplearon 2,5 µl de oligonucleótido 2 µM (0,5 µM 
final), 1 µl de tampón T4 polinucleótido Kinasa 10x (Biotools o Amersham–Pharmacia 
Biotech), 3 µl de [γ32P]ATP 10 µCi/µl (Amersham Pharmacia Biotech) y 3 U de T4 
polinucleótido kinasa (Biolabs) (30 U/µl) en un volumen total de 10 µl. La mezcla de 
reacción se incubó 30 minutos a 37 ºC. Al término de la incubación se comprobó el nivel 
de incorporación del nucleótido radiactivo al oligonucleótido mediante una cromatografía 
en capa fina (TLC). Para ello se depositaron 0,5 µl de la sonda marcada sobre una 
membrana de silica gel 60 (MercK) utilizando HCl 1N como fase móvil. A continuación se 
realizó una autorradiografía empleando una película Hyperfilm MP (Amershan Pharmacia 
Biotech). Una vez marcado el oligonucleótido de interés se obtuvieron los distintos 
fragmentos de DNA mediante PCR utilizando como molde el plásmido pAAD. Para la 
reacción de PCR se añadieron 10 µl del oligonucleótido marcado radiactivamente (5 
pmoles), 7,5 µl del oligonucleótido no marcado a 1 µM (7,5 pmoles), 4 µl de dNTPs a 2,5 
mM (0,2 mM final), 5 µl de tampón Pfu 5X (Biotools), 1 µl de Pfu, 1 µl de DNA molde 
(10 ng/µl), en un volumen final de 50 µl. A continuación se cargaron 3 µl de reacción de 
PCR en un gel de acrilamida al 7,5% para comprobar la cantidad y el tamaño del 
fragmento de DNA obtenido. Este fragmento se purificó con el Kit High PureTM PCR 
Product Purification (Roche). 
 
 
3.11.2. Marcaje de sondas con [α32P]dATP y el fragmento Klenow. 
 
Para la reacción de marcaje con Klenow se emplearon 100-200 ng de DNA cortado 
con las enzimas EcoRI y HincII, 1 µl de tampón Klenow 10x (Promega), 3 µl de 
[α32P]dATP 20 µCi/µl (Amersham-Pharmacia-Biotech), 5 µl de dTTP 2,5 mM frío y 3 U 
de Klenow (30 U/µl) (Promega) en un volumen total de 25 µl. La mezcla de reacción se 
incubó 30 minutos a 37 ºC. La reacción se detuvo con 0,5 µl de SDS 10% y 0,5 µl de 
EDTA 0,5M a pH 8 y se calentó a 65ºC 10 minutos. Se comprobó el marcaje cargando 3 µl 
en un gel de acrilamida al 7,5% para comprobar la cantidad y el tamaño del fragmento de 
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DNA obtenido. El fragmento de DNA obtenido se purificó con el Kit “High PureTM PCR 
Product Purification Kit” (Roche). 
 
 
3.11.3. Ensayos de retardo en gel. 
 
Las mezclas de reacción contenían Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, glicerol 10% (v/v), β-
mercaptoetanol 2 mM, KCl 50 mM, 0,5 nM de sonda de DNA (marcada mediante el 
método descrito en el apartado anterior 1.10.1), 50 µg/ml DNA de esperma de salmón y las 
proteínas purificadas o extractos en un volumen final de 10 µl. Después de incubar la 
mezcla de reacción durante 20 minutos a temperatura ambiente, las muestras se analizaron 
por electroforesis en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida según el método descrito 
por Sambrook y Rusell (2001). Para la electroforesis se utilizaron cubetas Miniprotean II 
(Bio-Rad) a 120 V en tampón TBE (Tris-borato 90 mM a pH 7, EDTA 2 mM) a 
temperatura ambiente. Los geles se secaron a vacío sobre papel Whatman 3MM y se 
expusieron en películas Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia Biotech).  
Para los experimentos de retardo en gel se aislaron los fragmentos PX, PA, PZ y 
PA-PZ por PCR (Tabla 7), usando una combinación de un oligonucleótido frío y el otro 
marcado, según el procedimiento descrito en el apartado 3.10.1. La obtención de la sonda 
PX con los oligonucleótidos PX5 y PX3 nos permitió realizar los experimentos de retardo 
en gel con la región promotora Px. Utilizando los oligonucleótidos SG-1 y PZ-5, se 
construyó la sonda PZ y se llevaron a cabo los experimentos con la región promotora Pz. 
Utilizando los oligonucleótidos PA5-1 y PAP, se obtuvo la sonda PA, y se llevaron a cabo 
los experimentos con la región promotora Pa. Finalmente con los oligonucleótidos PZ-5 y 
PA5-1, se amplificó la sonda PA-PZ para los experimentos con la región promotora Pa-Pz.  
En los ensayos de retardo en gel en los que se adicionó proteína CRP la mezcla de 
reacción contenía una concentración final de 0,2 mM de AMPc, mientras que al tampón de 
electroforesis se le añadió también una concentración final de este compuesto de 0,2 mM. 
 
 
3.11.4. Ensayos de protección frente a la digestión con DNasaI (footprinting). 
 
Para los experimentos de footprinting con DNasaI se aisló el fragmento PX2, Fig. 
37, a partir de la digestión del plásmido pUCPX con las enzimas de restricción EcoRI y 
HincII. El extremo EcoRI se marcó con [α32P]dATP según se describe en el apartado 
3.11.2. 
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Los complejos proteína-DNA para los experimentos de footprinting se formaron 
durante 20 min a 37 ºC en 15 µl de tampón (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, β-mercaptoetanol 2 
mM, KCl 50 mM y 10% glicerol.) que contenía: 0,5 nM de fragmento de DNA marcado, y 
las proteínas a ensayar en cada caso. Transcurrida la incubación se añadieron 3 µl de 
solución de DNasa I (1 µg/ml en Tris-HCl 10 mM pH 7, MgCl2 10 mM, CaCl2 10 mM y 
KCl 125 mM) y se incubó a 37 ºC durante 20 segundos. La reacción se paró al añadir 180 
µl de la solución DNasa STOP, que contiene acetato sódico 0,4 M, EDTA 2,5 mM, 
tRNA/ml 50 µg y 5 µg de DNA de esperma de salmón/ml. Las muestras se trataron con 40 
µl fenol-cloroformo-isoamílico y posteriormente fueron precipitadas y lavadas con etanol 
absoluto y etanol 70% respectivamente. Las muestras se secaron y se resuspendieron en 
tampón de carga que contenía formamida al 80%, EDTA 20 mM, y cantidades traza de 
azul de bromofenol y azul de xilencianol. Posteriormente se analizaron en un gel de 
poliacrilamida desnaturalizante al 6% (v/v) con urea 8 M. Los geles se secaron al vacío 
sobre papel Whatman 3MM y se expusieron en películas Hyperfilm MP (Amersham 
Pharmacia Biotech). La secuenciación del fragmento se llevó a cabo mediante el método 
A+G descrito por Maxam y Gilbert (1977). 
 
 
3.12. Técnicas de RNA. 
 
3.12.1. Extracción de RNA. 
 
Las células de E. coli se cultivaron a 37 ºC en 10 ml de medio mínimo M63. 
Cuando las células alcanzaron una Abs600 de 0,8-1,0 se recogieron 2 ml del cultivo por 
centrifugación durante 2 minutos a 13000 rpm en una centrifuga de mesa y se 
resuspendieron en 200 µl de una solución de Tris-HCl 10 mM, pH 8 (Sambrook y Rusell, 
2001). A continuación se añadieron 4 µl de lisozima (50 mg/ml), incubándose 10 min a 
37ºC. La lisis de las células se realizó en tres ciclos de congelación (en un baño de nieve 
carbónica/etanol) y descongelación a 37ºC. La extracción de RNA se realizó mediante el 
Kit de Roche, siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Posteriormente se 
fenolizó y precipitó con etanol absoluto. 
El RNA obtenido fue digerido durante 1 hora a 37 ºC con 30 U de DNasa I libre de 
RNasas (Pharmacia) en presencia de 20 U de RNasine (Promega) para eliminar el DNA. El 
RNA fue analizado en un gel de agarosa al 0,7%. La concentración de RNA se estimó 
teniendo en cuenta que una unidad de A260 equivale a una concentración de 40  µl/ml. Las 
muestras se guardaron a –80 ºC. 
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3.12.2. RT-PCR. 
 
Para realizar un RT-PCR, en primer lugar se lleva a cabo la obtención de cDNA. 
Para la amplificación se empleó un equipo Mastercycler gradient de Eppendorf y la enzima 
MLV-RT Transcriptasa Reversa (Gibco BRL) de acuerdo con las instrucciones de los 
proveedores. En las reacciones se utilizaron entre 1 y 2 µl de RNA y el oligonucleótido que 
hibridaba en la posición 3´. Para llevar a cabo la reacción se mantenían las muestras a 42 
ºC durante 1 hora y posteriormente a 95 ºC durante 5 minutos para inactivar la enzima.  
Una vez obtenido el cDNA se llevó a cabo la PCR. Como sustrato para la 
amplificación por PCR se emplearon 15 µl de reacción de retrotranscripción, a los que se 
les añadieron: 1 µl de tampón 10X de Taq polimerasa (Perkin-Elmer), 0,1 µl de MgCl2 25 
mM; 10 µl de cada uno de los oligonucleótidos específicos a 5 µM, 0,5 µl de AmliTaq 
DNA polimerasa (10 U/µl) (Perkin-Elmer) y agua hasta completar un volumen final de 20 
µl. 
 
 
3.13. Análisis de secuencias. 
 
Para el análisis de las secuencias de DNA y de proteínas se utilizó el paquete de 
programas de DNASTAR (DNASTAR, Inc) y bases de datos disponibles en los servidores: 
http://www.embl-heidelberg.de 
http://www.ebi.ac.uk 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
http://www.bcm.tmc.edu 
http://www.expasy.org 
http://www.infobiogen.fr 
 
 
3.14. Espectrometría de Emisión Atómica (ICP). 
 
La espectrometría de emisión atómica es una técnica de análisis multielemental 
capaz de determinar y cuantificar la mayoría de elementos de la tabla periódica en 
concentraciones que van desde % hasta ppm.  
Las muestras son introducidas en forma líquida, transformadas mediante un 
nebulizador en un aerosol y excitadas mediante un plasma de argón. Las emisiones de los 
átomos excitados se recogen mediante un sistema óptico basado en un policromador con 
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una red Echelle combinado con detectores SCD, obteniendo espectros de emisión para las 
líneas seleccionadas en cada elemento. El instrumento que se ha utilizado es un 
espectrómetro ICP-OES Optima 3300DV Perkin Elmer. El análisis se realizó en el 
Instituto de Catálisis y Petroleoquímica (CSIC). 
Todas las soluciones se prepararon en recipientes de plástico utilizando agua MilliQ 
(18Ω). La proteína, a una concentración de 0,5 mg/ml, se dializó frente a un litro de 
tampón libre de metales (Tris-HCl 25 mM, pH 7) durante 6 horas. Con esta preparación, y 
usando como blanco el mismo buffer de diálisis se analizaron los siguientes metales: Cu, 
Zn, Fe, Ca, Mn, Mg y Co. 
Para cuantificar la cantidad de metal se prepararon patrones a diferentes 
concentraciones de cada uno de los metales: 0, 1, 3, 6, 20, 50 y 100 µM. Los patrones se 
prepararon en tampón Tris-HCl 25 mM, pH 7 libre de metales. 
 
 
3.15. Modelado de la estructura tridimensional de la proteína PaaY. 
 
La estructura tridimensional de la proteína PaaY se modeló usando el programa 
Loopp (http://ser-loopp.tc.cornell.edu/cbsu/loopp.htm). Este programa ofrece una lista de 
estructuras tridimensionales conocidas con posible similitud con la proteína a modelar. Los 
modelos utilizados en el caso de la proteína PaaY fueron: la proteína Fbp de Pyrococcus 
horikoshii (Kawarabayasi et al., 1998) y la proteína Cam de Methanosarcina thermophila 
(Kisker et al., 1996; Iverson et al., 2000), con las que la proteína PaaY presentaba una 
identidad del 37% y del 25%, respectivamente. 
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4. RESULTADOS. 
 
4.1. Caracterización de la oxigenasa de PA-CoA en E. coli W. 
 
Los estudios realizados sobre la ruta de degradación de PA en E. coli permitieron 
identificar los genes implicados en dicha vía catabólica, sin embargo poco se ha podido 
saber hasta la fecha de la funcionalidad bioquímica de las proteínas que estos genes 
codifican. Tan sólo se ha caracterizado la primera enzima de la ruta, la ligasa PaaK, que 
transforma el PA en PA-CoA (Ferrández et al., 1998). Para explicar el segundo paso de la 
ruta, se ha postulado que el anillo aromático se hidroxila por un complejo enzimático que 
estaría codificado por todos o alguno de los genes paaABCDE. De acuerdo con esta 
hipótesis, se ha observado que la expresión de los genes paaK y paaABCDE en E. coli 
W14 (delecionada en la ruta paa) ocasiona el consumo de PA y la acumulación del ácido 
2-hidroxifenilacetico (2HPA) en el medio de cultivo (Ferrández et al., 1998). Sin embargo, 
parece evidente que el 2HPA no es el verdadero intermediario en la ruta del PA, ya que E. 
coli W no puede crecer utilizando este compuesto como fuente de carbono y energía 
(Ferrández et al., 1998). 
Hasta la fecha, no se ha demostrado si los genes paaABCDE forman parte de un 
sistema multicomponente y si todas las proteínas codificadas por dichos genes son 
estrictamente necesarias para la hidroxilación del anillo aromático. Por eso, uno de los 
objetivos de este trabajo ha sido demostrar que el complejo de hidroxilación del anillo está, 
en efecto, formado por una nueva enzima multicomponente compuesta por cinco proteínas 
y que es capaz de transferir oxígeno molecular al PA-CoA. 
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4.1.1. Análisis de la actividad de la oxigenasa multicomponente. 
 
Para investigar la implicación de los genes paaABCDE en el complejo de 
hidroxilación del anillo aromático del PA-CoA se ha diseñado una estrategia, haciendo uso 
de dos plásmidos compatibles, pAFK3 y pFBP (Tabla 6). El plásmido pAFK3 es un 
derivado del plásmido pSJ19Not, que contiene el gen paaK que codifica la PA-CoA ligasa 
expresada bajo el control del promotor Plac, junto con los genes paaXY que se expresan 
mediante el promotor Px. Como se indicó en el apartado 1.2.2 de la Introducción los genes 
paaXY codifican el sistema que regula el promotor Pa del operón paaABCDEFGHIJK y el 
promotor Pz del gen paaZ. Por otra parte, el plásmido pFBP (Tabla 6) es un derivado del 
plásmido pUC18 que contiene los genes paaABCDE, que se han postulado responsables de 
la actividad hidroxilasa, expresados bajo el control del promotor Pa (Ferrández et al., 
1998).  
Al comenzar este estudio ya se conocía que cuando E. coli W14 se transforma con 
los plásmidos pAFK3 y pFBP, y se cultiva a 37ºC en medio mínimo M63 con glicerol 
como única fuente de carbono y PA (1 mM) como inductor y sustrato del complejo de 
hidroxilación, el PA se transforma en 2HPA (Ferrández et al., 1998). La identificación de 
este compuesto, que es secretado el medio de cultivo, se puede llevar a cabo mediante 
diferentes técnicas tales como HPLC, GC/MS o un ensayo colorimétrico con el método de 
Gibbs (ver apartado 3.8.1. de Materiales y Métodos). Sin embargo, cuando el mismo 
experimento se realiza con E. coli W14 (pFBP) no se detecta 2HPA en el medio de cultivo, 
sugiriendo que es el PA-CoA, generado por la PA-CoA ligasa codificada en el plásmido 
pAFK3, el sustrato del complejo de hidroxilación (Ferrández et al., 1998).  
 
 
4.1.1.1. Actividad in vitro del complejo oxigenasa. 
 
Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se intentó analizar en primer lugar la 
actividad del posible complejo PaaABCDE in vitro. Con este propósito, se preparó un 
extracto crudo de E. coli W14 (pAFK3, pFBP) cultivando las células durante 12 horas a 
37ºC en medio mínimo M63 con glicerol (20 mM) y PA (1 mM). Este extracto se ensayó 
en diferentes condiciones de temperatura, de pH, etc., y en presencia de diferentes 
cofactores (e.g., NADH, NADPH, FAD, tetrahidrobiopterina, piridoxal fosfato, ATP, CoA, 
Fe2+) y citocromo c, utilizando tanto PA como PA-CoA como sustratos, pero 
desafortunadamente, no se pudo detectar, la formación de 2HPA o de cualquier otro 
compuesto hidroxilado derivado de PA, que indicara una actividad de hidroxilación del 
anillo.  
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4.1.1.2. Ensayo in vitro de actividad reductasa. 
 
Como no se pudo detectar actividad oxigenasa in vitro se propuso ensayar alguna 
de las actividades de complejo y para ello se escogió la proteína PaaE, que en los análisis 
de comparación de secuencia presenta similitud con reductasas de la clase IA (Tabla 3). 
Con este fin se transformó E. coli DH5α con el plásmido pAFE, en el que el gen paaE se 
expresa bajo el control del promotor Plac (Fig. 21). Como control se utilizó E. coli DH5α 
(pVI221∆) que expresa el componente reductasa (DmpP) de la monooxigenasa 
multicomponente que transforma el fenol en catecol en Pseudomonas sp. CF600 (Nordlund 
et al., 1990; Powlowski y Shingler, 1990). El ensayo utilizado consistió en valorar la 
reducción del citrocromo c en presencia de NADH, midiendo el aumento de absorbancia a 
550 nm. Con este método se pudo detectar reducción del citocromo c en el extracto que 
contenía la reductasa DmpP pero no en el que contenía la proteína PaaE. Utilizando 
extractos de E. coli DH5α (pFBP), que contiene los genes paaABCDE, tampoco se 
observó reducción del citocromo c. Para descartar que el gen paaE no se esté expresando 
en pAFE, se comprobó que dicho plásmido es capaz de complementar in vivo una 
mutación en el gen paaE permitiendo el crecimiento de E. coli W14 (pAAD-∆E, pAFE) en 
PA.  
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Figura 21.- Representación esquemática de la construcción del plásmido pAFE. El gen 
paaE se amplificó con los oligonucleótidos PE5 y Reverso –48 (Tabla 7). El fragmento digerido con 
SmaI se clonó en el vector  pUC18 digerido con la misma enzima de restricción para dar lugar al 
plásmido pAFE. Se indican los sitios de restricción más relevantes. En un círculo se muestra el 
promotor Plac del operón lac de E. coli. Las flechas representan la dirección de transcripción de los 
genes. Apr, representa el gen que confiere resistencia a ampicilina. 
 
 
4.1.1.3. La actividad del complejo oxigenasa es dependiente de O2. 
 
Debido a las dificultades que presenta el ensayo in vitro, se decidió ensayar la 
actividad del complejo de hidroxilación en células en reposo (resting cells), al mismo 
tiempo que se determinaba si su actividad era dependiente o no de oxígeno. 
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Se sabe que algunas hidroxilasas multicomponente de compuestos aromáticos usan 
oxígeno molecular como sustrato (e.g., fenol hidroxilasa de Pseudomonas. sp. CF600 
(Nordlund et al., 1990)), mientras que otras usan agua como fuente de grupos hidroxilo 
(e.g., metilhidroxilasa de p-cresol de P. putida (Kim et al., 1994)). Para investigar a qué 
tipo de hidroxilasa correspondería la hidroxilasa del PA-CoA, se prepararon resting cells 
de E. coli W14 (pAFK3, pFBP) cultivada a 37 ºC en 250 ml de LB con PA (5 mM) durante 
12 horas. Después de lavar las células con NaCl 0,9% para eliminar cualquier traza de 
2HPA, las bacterias se resuspendieron en 25 ml de tampón fosfato sódico 100 mM, pH 7, 
con 0,02% de glucosa y espectinomicina (34 µg/ml). La suspensión celular se trató con N2 
durante 15 min para eliminar cualquier traza de oxígeno. A continuación, la mitad de la 
suspensión se colocó en un tubo Falcon de 50 ml y se incubó con agitación en un baño de 
agua a 37 ºC en presencia de PA (5 mM), bajo una corriente constante de N2 para mantener 
las condiciones de anaerobiosis. La otra mitad se incubó de forma similar pero sin N2 
(condiciones aeróbicas). Se recogieron alícuotas en los dos casos a diferentes tiempos de 
reacción, y se ensayaron los sobrenadantes para ver la producción de 2HPA usando el 
método de Gibbs. En la Fig. 22 se muestra que el 2HPA se produjo sólo en condiciones 
aeróbicas, demostrándose, por una parte, que se requiere oxígeno molecular para la 
reacción de hidroxilación y, por otra, que es posible ensayar la actividad de este complejo 
en un sistema de resting cells.  
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Figura 22.- Formación de 2HPA en presencia y ausencia de oxígeno. Estos resultados se 
obtienen cuando se realiza un ensayo de resting cells con células de E. coli W14 conteniendo los 
plásmidos pFBP (genes paaABCDE) y pAFK3 (gen paaK) en presencia o ausencia de oxígeno. La 
concentración de 2HPA secretado al sobrenadante se analizó utilizando el ensayo de Gibbs (apartado 
3.8.1). La concentración de 2HPA se calculó teniendo en cuenta la relación: Abs610 = 0,0329⋅[2HPA] 
(µM). 
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4.1.2. Análisis genético de la PA-CoA oxigenasa. 
 
En ausencia de un ensayo in vitro para la oxigenasa de PA-CoA, se utilizó una 
estrategia genética para determinar cuáles eran concretamente los genes responsables de la 
hidroxilación del anillo aromático. 
En primer lugar, se construyeron diferentes mutantes del plásmido pFBP con 
deleciones de cada uno de los genes paaABCDE (Fig 23). Los mutantes se transformaron 
en E. coli W14 junto con el plásmido pAFK3 (paaK, paaXY) y los recombinantes que 
resultaron se ensayaron para determinar la producción de 2HPA como se ha descrito en el 
apartado 3.8.1. En la Tabla 8 se puede observar que ninguno de los recombinantes 
transformados con los plásmidos mutados, a excepción del plásmido pAFDE que contiene 
el gen paaE delecionado, fue capaz de convertir PA en 2HPA. Sin embargo, las células con 
el plásmido pAFDE muestran una cierta actividad de hidroxilación, aproximadamente un 
3% de la actividad máxima obtendida (Tabla 8), sugiriendo que este gen no es 
completamente necesario para la hidroxilación o, lo que es más probable, en el cromosoma 
de E. coli existe algún gen (o genes) que parcialmente reemplazan la función del gen paaE.  
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Figura 23.- Representación esquemática de los plásmidos utilizados en la identificación de 
los genes implicados en la actividad de hidroxilación del PA-CoA. En un círculo se representan 
los promotores Plac, Pa y Px. Las flechas muestran la dirección de transcripción de los genes. Apr, 
gen que confiere resistencia a ampicilina. Cmr, gen que confiere resistencia a cloranfenicol. La 
construcción de estos plásmidos se detalla en el apartado 3.2. 
59 
Resultados 
Para determinar si el gen paaE era necesario para la mineralización de PA o podía 
ser reemplazado por equivalentes funcionales de la cepa huésped, se construyó el plásmido 
pAAD-∆E, un derivado de pAAD que contiene la ruta completa paa pero tiene una 
deleción del gen paaE (∆paaE) (Fig. 24). Mientras que la cepa E. coli W14 (pAAD) era 
capaz de crecer en medio mínimo M63 con PA (5 mM) como única fuente de carbono y 
energía, las células de E. coli W14 (pAAD-∆E) no podían crecer utilizando únicamente PA 
como fuente de carbono. Este resultado indica que aunque en ausencia del gen paaE el 
recombinante E. coli W14 (pAKF3, pAFDE) puede hidroxilar PA-CoA, este gen es 
necesario para el crecimiento eficiente de E. coli W en PA. 
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Figura 24.- Representación de los plásmidos pAAD y pAAD-∆E. Con flechas se indica la 
dirección de la trascripción de los genes. En un círculo se representan los promotores Pa, Pz y Px. ∆, 
representa genes delecionados. Cmr, representa el gen que confiere resistencia a cloranfenicol. La 
construcción del plásmido pAAD-∆E se detalla en la Fig. 13A. 
 
 
 
Para confirmar que el único gen afectado en los plásmidos mutantes derivados de 
pFBP era el correspondiente gen delecionado, se construyeron diferentes derivados del 
plásmido pAFK3 conteniendo además de los genes paaK y paaXY, los genes individuales 
paaABCDE expresados bajo el control del promotor Plac (Fig. 23). Estos plásmidos se 
transformaron en E. coli W14 junto con el correspondiente mutante del plásmido pFBP. En 
la Tabla 8 se puede observar que todos los plásmidos, a excepción de pAFBK, fueron 
capaces de complementar las deleciones. 
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Es interesante observar que, en el caso de la cepa E. coli W14 (pAFDE, pAFEK) en 
la que se complementa con el gen paaE la deleción en dicho gen, se produce un gran 
aumento en la actividad de hidroxilación cuando se compara con la baja actividad 
detectada en E. coli W14 (pAFDE, pAFK3), lo que sugiere que paaE es un gen esencial 
para el complejo de hidroxilación. 
 
 
 
Tabla 8.- Producción de 2HPA en E. coli W14 transformada con diferentes plásmidos. 
Recombinantes E. coli W14 a 2HPA (µM)b 
pFBP  <1 
pFBP , pAFK3 703 
pAFDA , pAFK3 <1 
pAFDB , pAFK3 <1 
pAFDC , pAFK3 <1 
pAFDD , pAFK3 <1 
pAFDE , pAFK3 22 
pAFDA , pAFAK 62 
pAFDB , pAFBK <1 
pAFDC , pAFCK 257 
pAFDD , pAFDK 210 
pAFDE , pAFEK 152 
pAFDB , pABCK 469 
pAFDB , pAFBCK 238 
pAFDB , pAFBK2 <1 
aLas células se crecieron en medio mínimo M63 con glicerol (20 mM). El cultivo se centrifugó   
y se recuperó el sobrenadante para determinar la concentración de 2HPA.  
bLa concentración de 2HPA en el sobrenadante se determinó con el ensayo de Gibbs (apartado 
3.8.1.).  
 
 
 
Como ya se ha indicado, el plásmido pAFBK es incapaz de complementar la 
deleción del gen paaB en el plásmido pAFDB, quizá esta deleción podría producir algún 
efecto polar en la expresión de los genes paaA o paaC. En este sentido, se ha observado 
que el sitio de unión del ribosoma del gen paaC no tiene una secuencia consenso 
localizada a la distancia apropiada del codón de iniciación ATG. Por eso, la proteína PaaC 
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podría requerir un mecanismo de co-traducción con PaaB para ser sintetizada de forma 
eficiente. Para confirmar esta hipótesis, se construyó un nuevo plásmido pABCK (Fig. 25), 
que expresa conjuntamente los genes paaABC. Cuando este plásmido fue utilizado, en 
lugar del plásmido pAFBK, para complementar en trans la deleción de E. coli W14 
(pAFDB), la cepa recombinante, E. coli W14 (pAFDB, pABCK), fue capaz de convertir 
PA en 2HPA (Tabla 8), sugiriendo que al menos la deleción en paaB puede ser 
complementada con la traducción coordinada de los tres genes paaABC. 
Posteriormente se delecionó el gen paaA en la nueva construcción (pABCK) dando 
lugar al plásmido pAFBCK (Fig. 25) que co-expresa los genes paaBC. Con este plásmido 
se complementó de nuevo en trans la deleción de E. coli W14 (pAFDB). En este caso la 
cepa recombinante, E. coli W14 (pAFDB, pAFBCK), también fue capaz de convertir PA 
en 2HPA (Tabla 8). Este resultado demuestra que la expresión de paaB no está afectada 
por la deleción en paaA y que la traducción conjunta de paaBC es capaz de complementar 
la deleción en paaB.  
Por último se delecionó el gen paaC en la construcción pAFBCK dando lugar al 
plásmido pAFBK2 (Figura 25). El nuevo plásmido es incapaz de complementar E. coli 
W14 (pAFBD). Este resultado sugiere que o bien la deleción de paaC en el nuevo 
plásmido pAFBK2 afecta a la expresión de paaB, o bien que la deleción en paaB del 
antiguo plásmido pAFDB afecta no solo a paaB sino también a paaC, que como antes se 
apuntó, no se expresa bien debido a la falta de co-traducción con paaB. En consecuencia, 
se necesita la co-expresión de los genes paaBC para realizar la complementación del 
plásmido pAFDB. Esta última afirmación parecería estar en contradicción con la 
observación de que el plásmido pAFCK, que expresa independientemente el gen paaC y 
que por lo tanto no se co-expresa con el gen paaB, es capaz de complementar la cepa E. 
coli W14 (pAFDC, pAFK3) que lleva el gen paaC delecionado. Sin embargo, cuando se 
analizó en detalle la secuencia del plásmido pAFCK se observó que en esta construcción el 
gen paaC se expresa fusionado al gen lacZ. Este resultado estaría de acuerdo con la 
necesidad de que el gen paaC se co-exprese con el gen paaB. 
Todos los resultados obtenidos en las complementaciones sugieren que la expresión 
del gen paaC es ciertamente delicada y que se necesita un acoplamiento con la expresión 
del gen paaB. 
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pAFBCK (8,8 kb)
paaK paaX paaCpaaB Cmr
Plac Px
pAFBK2 (8,4 kb)
Plac
paaK paaX paaB Cmr
Px
pABCK (10,8 kb)
paaK paaX paaCpaaB Cmr
Plac Px
paaY paaA
Pa
 
Figura 25.- Representación de los plásmidos utilizados para analizar la posible 
cotraducción de los genes paaB y paaC. Cmr, representa el gen de resistencia a cloranfenicol. En un 
círculo se representan los promotores Plac, Px y Pa. Con flechas se indica la dirección de la trascripción 
de los genes. La construcción de los plásmidos se detalla en la Fig. 12. 
 
 
4.1.3. Reconocimiento del 3FPA por las enzimas iniciales de la ruta PA. 
 
El mutante E. coli W14, que es incapaz de crecer en PA debido a que posee una 
deleción completa de la ruta paa, se aisló a partir de la cepa E. coli W (ATCC 11105) 
cultivada en medio mínimo en presencia del ácido 3-fluorofenilacético (3FPA) (Ferrández 
et al., 1997). Brevemente, la cepa E. coli W se cultivó a 30 ºC en medio mínimo con PA (5 
mM) como única fuente de carbono y las células se depositaron en placas de medio 
mínimo conteniendo glicerol (1 mM) y 3FPA (5 mM). Se postulaba que el 3FPA producía 
un efecto tóxico en aquellas células capaces de metabolizar PA (comunicación personal de 
M. A. Peñalva), por lo que las colonias supervivientes (resistentes a 3FPA) serían mutantes 
PA-, es decir incapaces de degradar PA. Estos experimentos sugieren fuertemente que el 
3FPA se debe transformar a través de la ruta paa en un compuesto tóxico para E. coli. Sin 
embargo, quedaba por demostrar de una forma más directa que el 3FPA es reconocido por 
las enzimas y el sistema regulador de la ruta paa.  
Para investigar si el sistema regulador PaaXY y los dos primeros pasos catabólicos, 
la ligasa y el complejo de hidroxilación, son capaces de reconocer y usar 3FPA como 
sustrato, se cultivó E. coli W14 (pAFK3, pFBP) durante 12 horas a 37 ºC en medio 
mínimo M63 con glicerol 50 mM y 3FPA 1 mM. Posteriormente se analizaron los 
sobrenadantes del cultivo por cromatografía de gases y se observó que el 3FPA se 
transforma en dos compuestos con tiempos de retención de 14,8 min y 15,0 min, 
respectivamente. Estos compuestos corresponden al 2-hidroxi-3-flúor-fenilacetato y 6-
hidroxi-3-flúor-fenilacetato según se determinó por espectrometría de masas (Fig. 26). 
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Teóricamente la enzima podría hidroxilar con similar eficiencia cada uno de los carbonos 
contiguos al carbono que porta el grupo acetilo, es decir, los carbonos en la posición 2 o 6 
del anillo aromático. Ambos espectros de masas muestran una señal masa/intensidad (m/z) 
de 314 que corresponde el compuesto C8H7FO3 doblemente trimetil-sililado. Aunque la 
fragmentación de ambos compuestos no es idéntica, no podemos asignar a cada compuesto 
un espectro específico de forma inequívoca, ya que no hay estándares comerciales para 
estos derivados de fluor. Ambos espectros se compararon con el del estándar 3FPA que 
presenta un tiempo de retención de 10,8 min y muestra el pico esperado del compuesto 
mono trimetil-sililado con una relación m/z de 226 (Fig. 26). El pico que se observa en el 
cromatograma con un tiempo de retención de 11,2 min corresponde al succinato (espectro 
no mostrado) que se produce durante el crecimiento de E. coli W14 en glicerol. Cuando se 
probaron otros derivados fluorados del PA, 2FPA y 4FPA, se comprobó, mediante el 
análisis de los sobrenadantes con el ensayo de Gibbs, que eran también sustratos del 
complejo de hidroxilación, ya que se detectó la presencia de compuestos hidroxilados en 
los sobrenadantes de los medios de cultivo.  
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Figura 26.- Cromatografía de gases y espectroscopía de masas del sobrenadante de un 
cultivo de E. coli W14 (pFBP, pAFK3) crecido en medio mínimo con glicerol en presencia de 
3FPA. 1, 3FPA; 2 y 3, derivados hidroxilados del 3FPA; 4, patrón interno (3-etilvainillina); 5, 
succinato. Para los picos 1, 2 y 3 detectados mediante cromatografía de gases se muestra su 
correspondiente espectro de masas, a), b) o c), respectivamente.  
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Estos resultados revelan que los derivados fluorados de PA son inductores del 
cluster paa y sustratos de al menos los dos primeros pasos enzimáticos del catabolismo del 
PA, es decir para la PaaK ligasa y para el sistema de hidroxilación PaaABCDE. Además, 
se concluye que los derivados aromáticos hidroxilados fluorados no son tóxicos para E. 
coli W14 (pAFK3, pFBP) lo que sugiriere que el efecto tóxico producido por el 3FPA en la 
cepa E. coli W debe ser causado por un intermediario de la ruta, generado probablemente 
después de la apertura del anillo. 
 
 
 
4.2. Análisis de la autorregulación del gen paaX. 
 
El sistema paa contiene un operón regulador constituido por los genes paaXY que 
se expresan bajo el control del promotor Px (Ferrández et al., 1998). El objetivo de este 
apartado es profundizar en el conocimiento de la regulación de su expresión. 
 
 
4.2.1. Estudio de la regulación del promotor Px por la proteína PaaX. 
 
Como ya se ha comentado, en el cluster paa se han identificado tres promotores, 
Pz, Pa, y Px, que controlan la expresión de los genes paaZ, paaABCDEFGHIJK, y paaXY, 
respectivamente (Fig. 9) (Ferrández et al., 1998). La proteína PaaX (316 aa) contiene una 
zona de 25 residuos (aa 39 a 64) que tiene similitud con el motivo HTH de la familia de 
reguladores transcripcionales GntR (Fujita et al., 1989; Rigali et al., 2002). Mediante 
técnicas genéticas y bioquímicas se comprobó que la proteína PaaX actuaba como represor 
transcripcional de los promotores de los genes catabólicos Pa y Pz (Ferrández et al., 1998).  
Como se describe en el apartado 1.3.3.1 de la Introducción, se ha comprobado 
mediante ensayos de protección frente a la digestión con DNasaI que la región de Pa y Pz 
que está protegida por el represor PaaX es de 50-pb y contiene un motivo palindrómico 
invertido, de 15-pb (WWTRTGATTCGYGWT), que es indispensable para la unión de 
PaaX y para que este regulador ejerza el efecto represor (Ferrández et al., 2000). El PA-
CoA inhibe específicamente la unión de PaaX a los promotores Pa y Pz, y es el verdadero 
inductor del sistema (Ferrández et al., 2000).  
A la vista de estos antecedentes se propuso completar el estudio de la regulación 
del cluster paa analizando en mayor profundidad la regulación del promotor Px. 
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Al analizar la secuencia promotora del gen paaX, se encontró un motivo 
palindrómico que presenta similitud con la secuencia consenso de unión de la proteína 
PaaX al DNA anteriormente descrita para los promotores Pa y Pz (Fig. 27). Esto sugería 
que PaaX podría actuar también sobre su propio promotor, Px. Para analizar el efecto de 
PaaX sobre Px se han empleado diferentes técnicas bioquímicas y genéticas. 
 
 
 
  ATCGGGTGTTTGATCTGCGCAATATTGTTGGTGCC GTGTCGTCTGGCCCTGG
TGAGGTAAAGCGCCAGGGCCAGAAGTCGATACGACCTGTGCTATGATTCATAAAT
CACAACAATAACAACAGACTGAATCGA TAAACTTGTTACTTTTATCCAAC
ATGCTGTAAACGCTGTTCCGGTCAGTGGCACATCT
+1
paaX
paaK
5´
3´
PX5
PX3
RBS
-16
+34
tgaC
atgAGM
*
 B WWTRTGA T TCGYGWT CONSENSO
AATGTGA T TCGTGTT Pa (+10)
TTTATGA T TCGCGAT Pz (-23)
T TC Px (-6)GCTATGA ATAAA
 
Figura 27.-Secuencia de nucleótidos correspondiente a la región promotora Px y secuencia 
de reconocimiento de la proteína PaaX. A) Secuencia de la región promotora Px. Se indica 
recuadrada la caja promotora –10 extendida (contiene el elemento 5´ TG 3´ situado en la posición –14 
con respecto al sitio de inicio de la transcripción); el sitio de unión al ribosoma (RBS) en color rosa; el 
sitio de iniciación de la transcripción (+1) está subrayado, y en cursiva y de color azul se señala el 
posible sitio de unión de PaaX. La secuencia protegida por la proteína PaaX en los ensayos de 
footprinting se señala con dos flechas que delimitan las posiciones –16 y +34 con relación al sitio (+1) 
de inicio de la transcripción. Este fragmento de DNA se amplificó con los oligonucleótidos PX5 y 
PX3 (señalados en color verde y cursiva) para dar lugar a la sonda PX, 200 pb, empleada en los 
ensayos de retardo en gel. Las flechas convergentes indican una repetición invertida que podría 
constituir un terminador de la transcripción ρ–independiente. Con flechas huecas se indica la 
dirección de la transcripción de los genes paaK y paaX. M, indica el primer aminoácido (metionina) 
de PaaX y con un asterisco se señala el codon stop del gen paaK. B) Comparación de la secuencia 
consenso para la unión de la proteína PaaX con las secuencias localizadas en las tres regiones 
promotoras de la ruta de PA (R es A o G; W es A o T; e Y es C o T). En color rojo se indican las 
bases que no se ajustan al consenso definido para los promotores Pa y Pz. Entre paréntesis se indica la 
posición de las cajas operadoras en relación al sitio (+1) de inicio de la transcripción. 
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En primer lugar, para estudiar mediante herramientas genéticas la regulación del 
promotor Px se utilizó el mutante E. coli AF141X que tiene insertado en el cromosoma la 
fusión de la región promotora Px con el gen lacZ. Esta cepa se transformó con los 
plásmidos pAFX2 y pAFK5 (Ferrández et al., 1998). El plásmido pAFX2 es un derivado 
del plásmido pCK01 que expresa el gen paaX bajo control del promotor Plac. El plásmido 
pAFK5 es un derivado del plásmido pUC18 que expresa el gen paaK de la PA-CoA ligasa 
también bajo control del promotor Plac (Tabla 6, Fig 28). 
Mediante ensayos de actividad β–galactosidasa se determinó la actividad promotora 
Px en presencia del gen paaX. Como se observa en la Fig. 28 la presencia de paaX inhibe 
la actividad del promotor y es necesario que esté presente la ligasa PaaK, según se deduce 
de los resultados obtenidos con el clon E. coli AF141X (pAFX2, pAFK5), cuando se 
induce el cultivo con PA, para que el sistema se active. 
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Figura 28.- Regulación de la expresión del promotor Px por PaaX. E. coli AF141X 
(Px::lacZ) se transformó con los plásmidos indicados en la figura, se creció en medio mínimo con 
glicerol (20 mM) en presencia (inducción) o ausencia (no inducción) de PA 5 mM y la actividad β-
galactosidasa fue ensayada como se describe en el apartado 3.9.3 de Materiales y Métodos. Cmr y Apr, 
representan los genes que confieren resistencia a cloranfenicol y ampicilina, respectivamente. 
 
 
Para analizar la capacidad de unión de la proteína PaaX a la región Px se realizaron 
ensayos de retardo en gel empleando una sonda de DNA, que se denominó PX, que 
contiene la región promotora Px (Fig. 27A). Como fuente del regulador PaaX se utilizó un 
extracto proteico de la cepa E. coli W14 (pAFX) (Tabla 6) que produce la proteína PaaX 
bajo el control del promotor Plac (Fig. 29B). Mediante estos ensayos se determinó que 
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PaaX se une a la región promotora Px, ya que no se observaba retardo utilizando un 
extracto control de E. coli W14 (pUC19) (Fig. 29A). Tampoco se observaba retardo debido 
a PaaX cuando se añade a la mezcla de reacción la sonda PX no marcada (resultado no 
mostrado). Estos datos demuestran que PaaX se une de forma específica al fragmento PX. 
Además, su unión generó una única banda de retardo, lo que sugiere la existencia de un 
único sitio de unión para este represor en la región promotora Px (Fig. 29A). 
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Figura 29.- A) Unión de PaaX a la región promotora Px. 
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Figura 30.- Efecto de la concentración de PA-CoA en la unión de la proteína PaaX al 
promotor Px. Se utilizó 0,5 µg de un extracto de E. coli W14 (pAFX) y concentraciones crecientes 
(calles 2 a 8) de PA-CoA: 0 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 250 µM, 500 µM y 1000 µM, 
respectivamente. La sonda utilizada fue el fragmento de DNA PX, a una concentración de 0,5 nM. 
 
 
Para continuar con los estudios de caracterización de PaaX se consideró 
conveniente purificar la proteína. Para ello, en primer lugar se construyó una cepa de E. 
coli hiperproductora de la proteína PaaX fusionada a una cola (tag) de 6 histidinas (His6-
PaaX), con el fin de facilitar su posterior purificación. Para realizar esta construcción se 
utilizó el plásmido pQE32, que posee el promotor del fago T5, obteniéndose la cepa 
recombinante E. coli JM109 (pX2BS) que hiperproduce PaaX (Figs. 17 y 31B). En el gel 
de la Fig. 31A se observa que en los extractos preparados a partir de esta cepa aparece una 
banda de hiperproducción que corresponde a una proteína con una masa molecular 
aparente de aproximadamente 36 kDa, la cual coincide con la masa molecular teórica 
calculada para His6-PaaX (36,6 kDa). 
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Desafortunadamente los resultados obtenidos con este sistema fueron poco 
satisfactorios, ya que cuando se trató de purificar la proteína de fusión His6-PaaX mediante 
columnas de quelatos de Ni, la proteína de fusión se unía tan fuertemente a la resina que 
aún con altas concentraciones de imidazol (hasta 1 M) sólo se conseguía desunir una 
proporción muy pequeña de la misma. La disminución de pH (desde pH 8 a pH 4,5) 
tampoco facilitó la elución de la proteína.  
Debido a las dificultades para purificar la proteína His6-PaaX por este sistema, se 
realizó una nueva construcción para hiperproducir PaaX en condiciones nativas y emplear 
otras técnicas en su purificación. A este nuevo plásmido se le denominó pUCX2, y su 
construcción se describe en la Fig. 16. El análisis, mediante SDS-PAGE, de un cultivo de 
la cepa transformada, E. coli JM109 (pUCX2), reveló la existencia de una banda de 
hiperproducción de PaaX, que corresponde a una masa molecular aparente de 
aproximadamente 35 kDa (Fig. 32). 
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Resultados 
precipitó con sulfato amónico al 40%. Finalmente, con la proteína precipitada una vez 
disuelta y dializada se llevó a cabo una cromatografía de filtración en gel utilizando una 
columna de Sephadex G-100 (Tabla 9). Los detalles de este proceso se encuentran en el 
apartado 3.10.1 de Materiales y Métodos. En la Fig. 33 se muestra el análisis por SDS-
PAGE de los diferentes pasos de purificación. El rendimiento de la purificación fue 
aproximadamente del 2% (se obtuvieron 0,5 mg de proteína a una concentración de 0,05 
mg/ml).  
 
 
Tabla 9.- Proceso de purificación de PaaX a partir de la fracción soluble de E. coli 
JM109(pUCX2). 
Etapas Proteína (mg) 
Extracto celular 30 
Precipitación con PEIa 14 
Diálisis 13 
Precipitación con sulfato amónico 8 
Diálisis 2 
Sephadex G-100 0,5 
a polietilenimina 
 
 
 
 
 
 
6
 
4
 
 3
 
 2
 
 
 
F
de ext
(pUCX
dializa
proteín
se deta
eluir d
su tamA6
5
1
1
1  2   3  4  5   6 M
 kDa
 kDa
 kDa
 kDa
igura 33.- Análisis por SDS-PAGE del proceso de p
racto proteico de E. coli JM109 (pUC18); calle 2:
2); calle 3: 6,5 µg de proteína tras precipitar con po
r; calle 5, 6,5 µg de proteína tras precipitar con su
a tras dializar. M, marcadores de peso molecular “Br
lla en el margen izquierdo de la figura. B) Calle 1, pr
e la columna de Sephadex G-100. M, marcadores de p
año en kDa se detalla en el margen izquierdo de la figu
71 B
1M
45 kDa
66 kDa
31 kDa
21 kDa
PaaX
urificación de PaaX. A) Calle 1: 9,6 µg 
 9,3 µg de extracto de E. coli JM109 
lietilenimina; calle 4: 6,5 µg después de 
lfato amónico al 40%; calle 6, 6 µg de 
oad Range” (BioRad), su tamaño en kDa 
oteína PaaX purificada (1 µg) después de 
eso molecular “Broad Range” (BioRad),. 
ra. 
Resultados 
Los ensayos de retardo en gel realizados anteriormente con extractos de E. coli 
W14 (pAFX), se repitieron utilizando la proteína purificada. La proteína PaaX purificada 
retardó la sonda PX, que contiene la región promotora Px (Fig. 34). Además, se observó 
que el PA-CoA impide la unión de la proteína PaaX al DNA. El valor obtenido de la 
constante de disociación (Kd) para el PA-CoA con la proteína PaaX purificada es de 75 ± 5 
µM, que es prácticamente idéntico al que se determinó utilizando el extracto crudo.  
 
 
- P
 
ob
in
pr
al
ga
C
 a
ad
no
be
obAFigura 34.- Ensayos de retardo en gel co
concentraciones crecientes de PaaX. Las concent
son las siguientes: 1,5 nM, 3 nM, 6 nM, 30 nM, 
retardo en gel con concentraciones crecientes d
concentración de proteína PaaX purificada de 60 
concentración de 0,5 nM. Las concentraciones de 
50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 µM, 700 µM y 100
-
PaaX/PX
1     2    3  4     5     6     7
PX
aaX + PaaX
 
 
Estos resultados demuestran de for
servados sobre el promotor Px se deben
fluencia de otras proteínas presentes en e
oteína PaaX purificada es perfectamente fun
terado significativamente sus propiedade
rantizan que la proteína pueda ser utilizada 
Con la proteína PaaX purificada se c
oA (Fig. 35). Mediante los ensayos de 
 concentraciones similares al PA-CoA no 
ición al ensayo de retardo de CoA (calle 5,
 impiden la unión de PaaX a la sonda Px. 
nzoil-CoA en la interacción PaaX/Px, es 
servado a la misma concentración de PA-C
 
7Bn la proteína PaaX purificada. A) Retardo con 
raciones de proteína adicionadas de la calle 2 a 7 
60 nM y 150 nM, respectivamente. B) Ensayo de 
e PA-CoA añadiendo en cada calle (2 a 9) una 
nM. La sonda utilizada fue el fragmento PX a una 
PA-CoA de la calle 2 a la 9 fueron: 0 µM, 25 µM, 
0 µM, respectivamente. 
PaaX
1     2     3     4     5     6    7    8    9      
PX
PaaX/PX
+ PA-CoA
ma precisa que los efectos anteriormente 
 a la proteína PaaX descartando la posible 
l extracto crudo. Además, confirman que la 
cional y que el proceso de purificación no ha 
s bioquímicas y reguladoras, por lo que 
para estudios posteriores. 
omprobó la especificidad del efecto del PA-
retardo en gel se comprueba que  el PA 
es capaz de desunir PaaX de la sonda. La 
 Fig. 35) y acetoacetil-CoA (calle 6, Fig. 35) 
Por otra parte, el efecto del butiril-CoA y el 
significativamente menos relevante  que el 
oA (Fig. 35). 
2 
Resultados 
 
PaaX/PX
- PaaX
1      2       3      4      5       6      7      8        
PX
+ PaaX
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35.- Efecto del CoA y diferentes compuestos derivados de CoA en la unión de PaaX 
a la sonda PX. Cada derivado de CoA se adicionó al ensayo a una concentración de 800 µM. La 
sonda utilizada fue el fragmento de DNA PX a una concentración de 0,5 nM. En las reacciones 2 a 8 
se adicionó una concentración de proteína PaaX purificada de 60 nM. Calle 1, sonda sola; calle 2, se 
añadió únicamente proteína PaaX purificada; calle 3, PA-CoA; calle 4, PA; calle 5, CoA; calle 6, 
acetoacetil-CoA; calle 7, butiril-CoA; calle 8, benzoil-CoA. 
 
 
 
4.2.2. Localización de la región operadora de Px.  
 
Como se ha comentado anteriormente, se ha identificado en la zona promotora Px 
un motivo conservado para la unión de PaaX similar al caracterizado en los promotores Pa 
y Pz, y se ha demostrado que la proteína reguladora es capaz de unirse a una sonda de 
DNA que contiene este motivo. Para realizar una localización más precisa de la secuencia 
reconocida por el represor PaaX se analizó el complejo (PaaX/Px) mediante ensayos de 
protección frente a la digestión con DNasaI. Para realizar estos experimentos se utilizó la 
sonda de DNA PX2 (230 pb), que se obtuvo según se describe en la Fig. 36. 
Los resultados obtenidos en el ensayo de protección de la Fig. 37 demuestran que el 
operador del promotor Px es una secuencia de 50 pb que se extiende de la posición –16 a 
+34 y que está centrada en la posición +9 respecto al inicio de la transcripción. Esta región 
contiene las dos secuencias repetidas invertidas de siete nucleótidos y separadas por un 
nucleótido que se señalan en la Fig. 27B. Este operador solapa con la caja -10 extendida 
(Mitchell et al, 2003) propuesta para el promotor Px (Fig. 37A), lo que sugiere que la 
unión de PaaX a esta región impediría la unión de la RNAP y con ello el inicio de la 
transcripción desde este promotor.  
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Figura 36.- Construcción del plásmido pUCPX y obtención de la sonda PX2. El plásmido 
pAFPX (Tabla 6) se digirió con las enzimas de restricción KpnI y BamHI y se clonó en el plásmido 
pUC18, dando lugar al plásmido pUCPX. La sonda de DNA PX2 se obtuvo digiriendo el plásmido 
pUCPX con las enzimas de restricción EcoRI y HincII, el extremo EcoRI se marcó con 32P αdATP 
como se describe en el apartado 3.11.2 de Materiales y Métodos. Se indican las enzimas de restricción 
más relevantes. Apr, indica el gen que confiere resistencia a ampicilina. 
 
 
 
Se había comprobado en los ensayos de retardo en gel que la adición de PA-CoA a 
concentraciones elevadas impedía la interacción de PaaX con el DNA (Fig. 34B). Para 
confirmar este efecto, se adicionó PA-CoA a diferentes concentraciones en el ensayo de 
protección con DNasaI (Fig. 37B). Curiosamente, se ha comprobado que en estos ensayos 
es suficiente una concentración de PA-CoA de 20 µM para producir el mismo efecto 
observado con 800 µM en los ensayos de retardo. Como era de esperar, este efecto es 
específico ya que una concentración similar de PA (20 µM) no impide la interacción de la 
proteína PaaX con la sonda de DNA (datos no mostrados). 
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Con el objetivo de saber si existe represión catabólica en Px mediada por glucosa, 
la cepa de E. coli AFMCPX portadora de la fusión traduccional del promotor Px con el gen 
lacZ se cultivó en medio mínimo M63 en presencia de glicerol y PA, o glucosa y PA. 
Cultivando E. coli AFMCPX en glicerol en presencia de PA se obtiene un valor de 
actividad β–galactosidasa de 77 U Miller, mientras que si la cepa se cultiva en glucosa en 
presencia de PA el valor obtenido es de 70 U Miller. Dado que en ambos medios de cultivo 
se obtuvieron valores de expresión Px::lacZ semejantes, parece que no hay un efecto 
inhibidor de la actividad de Px por glucosa. Además en el análisis de la región promotora 
Px, no se localizó ninguna secuencia que coincidiera de forma significativa con la 
secuencia consenso para la unión de CRP (AANTGTGANNTNNNTCACANTT) (Fig. 
27A). 
Para estudiar el posible efecto de otro regulador global en E. coli, la proteína IHF, 
la fusión Px::lacZ, se insertó en el cromosoma de las cepas isogénicas de E. coli S90CRif 
(himA+himD+) y DPB101Rif (himA+himD-), dando lugar a las cepas S90CPX y 
DPB101PX (ver apartado 3.3). Los genes himA  y himD codifican las dos subunidades del 
heterodímero de IHF (Biek y Cohen, 1989). Ambas cepas se cultivaron en presencia de 
glicerol y PA y se obtuvo un valor de actividad β–galactosidasa de 60 U Miller tanto para 
la cepa mutante de IHF como para la cepa control. Por consiguiente, se pudo concluir que 
el regulador IHF no influye en la expresión de PaaX. 
 
 
 
4.2.4. Estudio del mecanismo de represión de los promotores Pa, Pz y Px por PaaX. 
 
La mayoría de los represores transcripcionales descritos ejercen su efecto represor 
mediante un mecanismo de unión a la caja operadora bloqueando la interacción de la RNA 
polimerasa (RNAP) con el correspondiente promotor (inhibición de la formación del 
complejo cerrado) (Rojo, 2001). La represión se anularía en presencia de la molécula 
inductora, que provocaría un cambio conformacional en el represor liberando a éste del 
operador y permitiendo la transcripción. 
Para investigar el mecanismo de represión en el caso del promotor Px, se hicieron 
ensayos de retardo en gel con la RNAP de E. coli. Se comenzó analizando la unión de la 
RNAP a la sonda PX y el efecto que ejercía la adición del regulador PaaX. Para ello, se 
añadieron a un ensayo de retardo en gel concentraciones crecientes de la proteína PaaX 
purificada manteniendo una concentración fija de RNAP. En la Fig. 38 se observa que al 
aumentar la concentración de proteína reguladora PaaX desaparece el retardo debido a la 
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unión de la RNAP. Este resultado indica que existe una competencia entre ambas proteínas 
por la misma zona de unión. Por consiguiente, el mecanismo de represión de PaaX parece 
basarse en el bloqueo de la formación del complejo cerrado. 
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Figura 38 .- Unión de la proteína PaaX y la RNAP a la región promotora Px. Ensayo de 
retardo en gel en el que se incubó a 37 ºC la RNAP con la sonda PX y diferentes concentraciones de 
proteína PaaX purificada. En las calles 2 a 7 se añadió una concentración fija de RNAP de 150 nM. De 
las calles 3 a 5 se adicionaron concentraciones crecientes de PaaX, 50, 100 y 200 nM, 
respectivamente. En las calles 6 a 8 se mantuvo una concentración constante de PaaX de 200 nM. En 
la calle 6 se incubó previamente la RNAP con la sonda y posteriormente se adicionó la proteína PaaX; 
en la calle 7 se incubó previamente PaaX con la sonda y posteriormente se adicionó la RNAP. En el 
resto de los casos las proteínas se añadieron simultáneamente. Calle 8, se añadió PaaX (200 nM) en 
ausencia de RNAP. 
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Figura 39 .- Unión de la proteína PaaX y la RNAP a la región promotora Px y efecto del 
PA-CoA en la unión. Ensayo de retardo en gel en el que se incubó a 37 ºC la RNAP con la sonda de 
DNA PX y diferentes concentraciones de PaaX. En las calles 2 a 6 se añadió una concentración fija 
de RNAP de 150 nM. De las calles 3 a 5 se adicionaron concentraciones crecientes de PaaX, 10 nM, 
50 nM y 100 nM, respectivamente. En las calles 6 y 7 se mantuvo una concentración constante de 
PaaX de 100 nM y en la calle 6 se adicionó una concentración de PA-CoA de 500 µM. 
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Cuando en el ensayo de retardo se añade PA-CoA a la mezcla de RNAP y proteína 
PaaX, el resultado es que desaparece el retardo debido a la unión de PaaX y aparece la 
banda de retardo correspondiente a la unión de la RNAP (Fig. 39). Esto demuestra que la 
molécula inductora PA-CoA es capaz de anular el efecto represor de PaaX y, por lo tanto, 
facilita que la RNAP pueda iniciar la transcripción.  
Para comprobar si el mecanismo de represión ejercido por PaaX sobre Px era 
similar al ejercido sobre los promotores catabólicos Pa y Pz del cluster paa, también 
controlados por el represor PaaX (apartado 1.3.2.1 de la Introducción), se analizó mediante 
ensayos de retardo en gel el efecto de la competición entre la RNAP y la proteína PaaX en 
estos dos promotores. En los ensayos se utilizaron las sondas de DNA PA (274 pb) y PZ 
(242 pb), que contienen las regiones promotoras Pa y Pz respectivamente, según se ha 
descrito previamente (Ferrández et al., 2000). El esquema de la región que contiene los 
promotores Pa-Pz se muestra en la Fig. 40. 
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Figura 40.- Secuencia de nucleótidos de la zona intergénica paaA-paaZ. Los motivos de 
unión de la proteína PaaX se indican dentro de una caja. Subrayadas se indican las cajas –10 y –35 de 
cada uno de los promotores. Con doble subrayado se marcan los sitios +1 de los promotores Pa y Pz. 
M y V son los primeros aminoácidos de las proteínas PaaZ y PaaA, respectivamente. El sitio de unión 
al ribosoma (RBS) aparece en color rojo y cursiva. Se indican los oligonucleótidos PAP (verde) y SG-
1 (azul), empleados para generar las sondas PA y PZ, respectivamente. El extremo 5´ de las sondas 
PA y PZ aparece señalado por una flecha discontinua. Se señalan también las posibles regiones de 
interacción con IHF y CRP. Este esquema se ha tomado de Ferrández et al., 2000. 
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En el caso del promotor Pz se observó un comportamiento parecido al del promotor 
Px. Como muestra el retardo de la Fig. 41A, concentraciones crecientes de proteína PaaX 
provocan una disminución de la banda correspondiente a la unión de la RNAP a la sonda 
PZ.  Estos resultados sugieren que el represor PaaX compite con la RNAP por el mismo 
espacio de unión al promotor Pz.  
Por otra parte en la Fig. 41B se observa que cuando se añade CRP a la sonda PZ se 
produce un ligero aumento de la intensidad de la banda de unión de la RNAP a la sonda 
(calle 3) en comparación con la unión de la RNAP en ausencia de CRP (calle 2). Igual que 
ocurría en ausencia de CRP (Fig. 41A) la proteína PaaX debilita dicha unión, lo que 
sugiere que la proteína CRP aunque aumenta algo la afinidad de la RNAP por su sitio de 
unión en el promotor Pz no es capaz de revertir el efecto de la proteína PaaX. Como era de 
esperar, el PA-CoA claramente dificulta la unión de la proteína PaaX y revierte su efecto 
sobre la RNAP (Fig. 41B, calle 7). 
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En el caso del promotor Pa los resultados observados en el estudio de la unión de 
PaaX son ligeramente diferentes. Como ya se había descrito el promotor Pa parece seguir 
un mecanismo de activación dependiente de CRP (Ferrández et al., 2000). Dicha 
observación se confirma en este trabajo al demostrarse que la unión de la RNAP a la sonda 
PA se incrementa significativamente en presencia de CRP (Fig. 42A). Además, no se 
observa competición entre PaaX y la RNAP por la unión a la sonda PA en el ensayo de 
retardo en gel (Fig. 42B). Es decir, en presencia de CRP, PaaX no es capaz de desplazar la 
unión de la RNAP a la zona promotora. Se obtuvo el mismo resultado cuando se incuba 
previamente la sonda con el represor PaaX y posteriormente se adiciona la RNAP 
(resultados no mostrados). Como era de esperar, la adición de PA-CoA tampoco impide la 
formación del complejo PA/RNAP/CRP en presencia de PaaX (Fig. 42B). 
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sucede con el sistema regulador de la ruta PA en anaerobiosis ya que teóricamente en 
presencia de PA la PA-CoA ligasa podría ser capaz de formar PA-CoA induciéndose los 
genes paa también en ausencia de oxígeno. 
Para estudiar el sistema regulador en anaerobiosis se utilizó inicialmente la cepa E. 
coli AF1411, que contiene en el cromosoma la fusión del promotor Pa al gen lacZ, (Tabla 
5) transformada con los plásmidos pAFX2 y pAFK5 (Tabla 6), y como control la misma 
cepa transformada con los plásmidos pUC18 y pCK01. Estas cepas se cultivaron en 
anaerobiosis en medio mínimo con glicerol como fuente de carbono e induciendo o no el 
cultivo con PA (5 mM) según se detalla en el apartado 3.4.1. Los resultados de actividad β-
galactosidasa se compararon frente a los valores de actividad calculados en cultivos 
crecidos en condiciones aeróbicas. Los resultados obtenidos revelan que el regulador PaaX 
también reprime la fusión Pa::lacZ en anaerobiosis, sin embargo, y a diferencia de lo que 
ocurre en condiciones aeróbicas, la presencia del gen paaK, no es capaz de activar 
completamente el promotor Pa cuando se añade PA al cultivo (Fig. 43). Este 
comportamiento puede ser debido a que o bien no se está produciendo la proteína PaaK, o 
bien se produce pero no tiene actividad en anaerobiosis. 
 
 
Aerobio Anaerobio 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
Glicerol Glicerol+PA
A
ct
iv
id
ad
 β-
ga
la
ct
os
id
as
a 
(U
ni
da
de
s 
M
ill
er
)
AF1411 (pCK01,pUC18)
AF1411 (pAFX2,pAFK5)
0
500
1000
1500
2000
2500
Glicerol Glicerol+PA
A
ct
iv
id
ad
 β-
ga
la
ct
os
id
as
a 
(U
ni
da
de
s 
M
ill
er
)
AF1411 (pCK01,pUC18)
AF1411 (pAFX2,pAFK5)
Figura 43.- Ensayo de actividad β-galactosidasa de cultivos aerobios y anaerobios de E. 
coli AF1411 (Pa::lacZ) conteniendo distintos plásmidos. La cepa E. coli AF1411 (Pa::lacZ) 
conteniendo los plásmidos pAFX2 (paaX) y pAFK5 (paaK), y la misma cepa conteniendo los 
plásmidos control pCK01 y pUC18 se cultivaron en medio mínimo M63 con glicerol en presencia 
(inducción) o ausencia (no inducción) de PA (5 mM) aeróbica y anaeróbicamente, hasta alcanzar la 
fase estacionaria de crecimiento. La actividad β–galactosidasa fue ensayada como se describe en el 
apartado 3.9.3 de Materiales y Métodos. 
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Para confirmar si la ligasa PaaK presente en células de E. coli cultivadas 
aeróbicamente, mantenía su actividad cuando se ensayaba en ausencia de oxígeno, la cepa 
E. coli AF1411 (pAFX2, pAFK5) se cultivó aeróbicamente en LB con PA a 30ºC. Con un 
extracto crudo de dicha cepa se realizó el ensayo de actividad PA-CoA ligasa fuera y 
dentro de una campana de anaerobiosis. Todos los reactivos del ensayo se burbujearon con 
nitrógeno para eliminar el oxígeno. Se observó que la ligasa PaaK mantenía actividad en 
ausencia de oxígeno, si bien esta disminuía al 50% respecto al ensayo en condiciones 
aeróbicas (Tabla 10). 
 
 
Tabla 10.- Ensayo de actividad PA-CoA ligasa en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 
Los ensayos fueron realizados con extractos de células de E. coli AF1411 (pAFX2, pAFK5) cultivadas 
en LB en condiciones aeróbicas hasta alcanzar un valor de Abs600 de aproximadamente 1. El ensayo se 
realizó a 37 ºC en condiciones aeróbicas o anaeróbicas (campana de anaerobiosis) utilizando el mismo 
extracto. Los valores recogidos en la tabla son la media de tres experimentos independientes. 
 
Condiciones del 
ensayo 
Actividad PA-CoA Ligasa 
(nmol⋅min-1⋅mg-1) 
Anaeróbicas 65 
Aeróbicas 138 
 
 
 
La expresión del gen paaK en el plásmido pAFK5 se realiza bajo el promotor Plac 
(Fig. 28), un promotor que se expresa en anaerobiosis (Goldberg y Hanau, 1980). Para 
comprobar si efectivamente se produce la proteína PaaK en cepas de E. coli cultivadas 
anaeróbicamente, se prepararon extractos a partir de cultivos de E. coli AF1411 (pAFX2, 
pAFK5) crecidos en anaerobiosis. En estos extractos no se detectó actividad PA-CoA 
ligasa. Por otra parte se realizó un ensayo de Western-blot con los extractos celulares 
procedentes de los cultivos anaeróbicos y el anticuerpo anti PA-CoA ligasa de P. putida U 
que reconoce también la PaaK ligasa de E. coli W. En el experimento de Western-blot se 
confirmó el resultado del ensayo de actividad ya que en las células cultivadas 
anaeróbicamente no se observó la presencia de la proteína PaaK (Fig. 44).  
Estos resultados sugerían que la proteína PaaK es inestable en la célula cuando ésta 
se encuentra en condiciones anaeróbicas. 
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52,8 kDa
99,1 kDa
19,4 kDa
28,5 kDa
37,5 kDa
M 1   2    M
Figura 44.- Western-blot de extractos procedentes de E. coli AF1411 (pAFX2, pAFK5) 
cultivada aeróbicamente o anaeróbicamente. M, marcadores de peso molecular (BioRad), su 
tamaño en kDa se detalla en el margen izquierdo de la figura. Calle 1, extracto de E. coli AF1411 
(pAFX2, pAFK5) de un cultivo crecido aeróbicamente en medio mínimo M63 con glicerol. Calle 2, 
extracto de E. coli AF1411 (pAFX2, pAFK5) de un cultivo crecidos anaeróbicamente en medio 
mínimo M63 con glicerol. 
 
 
Con el fin de comprobar si en E. coli se mantenía estable la actividad PA-CoA 
ligasa durante un periodo corto de incubación en condiciones anaeróbicas, se partió de un 
cultivo de E. coli AF1411 (pAFX2, pAFK5) crecido en LB a 30ºC en presencia de oxígeno 
y se utilizó para inocular un cultivo anaerobio a una densidad óptica de 0,4. Este cultivo se 
dejó crecer en condiciones anaeróbicas durante 3 horas, transcurrido este tiempo se 
recogieron las células para hacer un ensayo de actividad ligasa. El ensayo de actividad se 
realizó también con un extracto preparado a partir del cultivo aerobio inicial utilizado 
como inóculo, con el objetivo de comprobar si la actividad PA-CoA ligasa del cultivo 
anaerobio se mantenía, aumentaba o disminuía con respecto al valor de actividad del 
cultivo de partida. El resultado de estos ensayos muestra que la actividad en el cultivo 
anaerobio es mucho menor de lo esperado teniendo en cuenta la actividad del inóculo del 
que se partía (Tabla 11).  
 
 
Tabla 11.- Pérdida de actividad PaaK ligasa en células cultivadas en condiciones 
anaeróbicas. Los ensayos fueron realizados con extractos de células de la cepa E. coli AF1411 
conteniendo los plásmidos pAFX2 (paaX) y pAFK5 (paaK) y la misma cepa conteniendo los 
plasmidos control pCK01 y pUC18 cultivadas en LB en presencia de PA. Los valores indicados son la 
media de tres experimentos independientes. Los cultivos en condiciones aeróbicas se emplearon como 
inóculo de partida de los cultivos en condiciones anaeróbicas. 
 
Condiciones Cepa de E. coli Actividad  PA-CoA Ligasa (nmol⋅min-1⋅mg-1) 
Aeróbicas AF1411 (pUC18, pCK01) 7 
Aeróbicas AF1411 (pAFK5, pAFX2) 189 
Anaeróbicas AF1411 (pUC18, pCK01) 0 
Anaeróbicas AF1411 (pAFK5, pAFX2) 15 
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Los ensayos de regulación anaeróbica de los genes paa se repitieron con las cepas 
E. coli AF15PZ (pAFK5, pAFX2) y E. coli AF141X (pAFK5, pAFX2), para comprobar si 
los promotores Pz y Px, respectivamente, se comportaban de forma similar al promotor Pa. 
En el caso del promotor Pz, el comportamiento es el mismo que el descrito anteriormente 
para Pa (Fig. 45). Sin embargo, el caso del promotor Px parece ser diferente, ya que se 
observa represión por efecto de la proteína PaaX pero también inducción de la fusión 
Px::lacZ en anaerobiosis cuando las células se cultivan en presencia de PA (Fig. 46). 
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Figura 45.- Ensayo de actividad β-galactosidasa de cultivos aerobios y anaerobios de E. coli 
AF15PZ (Pz::lacZ) conteniendo distintos plásmidos. La cepa E. coli AF15PZ (Pz::lacZ) 
conteniendo los plásmidos pAFX2 (paaX) y pAFK5 (paaK), y la misma cepa conteniendo los 
plásmidos control pCK01 y pUC18 se cultivaron en medio mínimo M63 con glicerol en presencia 
(inducción) o ausencia (no inducción) de PA (5 mM) aeróbica y anaeróbicamente, hasta alcanzar la 
fase estacionaria de crecimiento. La actividad β–galactosidasa fue ensayada como se describe en el 
apartado 3.9.3 de Materiales y Métodos. 
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Figura 46.- Ensayo de actividad β-galactosidasa de cultivos aerobios y anaerobios de E. coli 
AF141X (Px::lacZ) conteniendo distintos plásmidos. La cepa E. coli AF141X (Px::lacZ) 
conteniendo los plásmidos pAFX2 (paaX) y pAFK5 (paaK), y la misma cepa conteniendo los 
plásmidos control pCK01 y pUC18 se cultivaron en medio mínimo M63 con glicerol en presencia 
(inducción) o ausencia (no inducción) de PA (5 mM) aeróbica y anaeróbicamente, hasta alcanzar la 
fase estacionaria de crecimiento. La actividad β–galactosidasa fue ensayada como se describe en el 
apartado 3.9.3 de Materiales y Métodos. 
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4.3. Caracterización funcional del gen paaY. 
 
4.3.1. Análisis del crecimiento de mutantes de E. coli en el gen paaY. 
 
 Como ya se ha comentado en la Introducción el plásmido pAAD contiene todos los 
genes de la ruta paa y es capaz de complementar el mutante E. coli W14 (∆paa) para el 
crecimiento en PA (Ferrández et al., 1998). Con el fin de determinar si todos los genes de 
esta ruta eran imprescindibles para el catabolismo de PA se generaron mutantes por 
inserción del transposón Tn1000 ó δγ en dicho plásmido. Según estos experimentos, se 
determinó que para el crecimiento en PA son imprescindibles el gen paaZ y los genes del 
operón paaABCDEFGHIJK, en tanto que las inserciones del transposón Tn1000 en los 
genes paaX y paaY no parecen afectar al crecimiento de E. coli en medio líquido con PA 
como única fuente de carbono (Ferrández et al., 1998). 
 Sin embargo, se observó que el mutante en el gen paaY, denominado E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84), presentaba un comportamiento anómalo cuando se crecía en medio 
sólido utilizando PA como única fuente de carbono. Mientras que la cepa parental E. coli 
W14 (pAAD) mostraba un claro crecimiento sobre la placa a las 36 horas de incubación a 
37ºC, la cepa mutante E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) al cabo de 4 o 5 días de 
incubación a 37ºC generaba unas pequeñas colonias aisladas sobre la placa (Fig. 47).  
 
 
 
Figura 47.- Crecimiento de E. coli W14 (pAAD) y E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84)  en 
medio mínimo PA (5 mM) como única fuente de carbono.
E. coli W14 (pAAD) E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84)
 E. coli W14 (pAAD) se incubó durante 
36 horas. E. coli W14 (pAAD::Tn 1000-84) se incubó durante 4 días. 
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Este resultado parecía indicar que, al contrario de lo que se había descrito, el 
mutante en el gen paaY no era capaz de crecer normalmente con PA como única fuente de 
carbono. Para confirmar esta observación se repitieron los estudios de crecimiento del 
mutante paaY en medio líquido. Así se comprobó que cuando un mutante E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84) se cultiva en medio líquido con PA como única fuente de carbono se 
observa un claro retraso del crecimiento frente a la cepa control, aunque finalmente, como 
se había descrito, alcanza la misma Abs600 que la cepa control (Fig 48). Para comprobar si 
este retraso en el crecimiento era específico de la ausencia del gen paaY, se complementó 
en trans la mutación del plásmido pAAD::Tn1000-84 con el plásmido pAFY (Tabla 6) 
portador del gen paaY, observándose que la capacidad de crecimiento rápido en PA se 
recupera en la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84, pAFY) (Fig 48). Este resultado 
indica que el gen paaY es menos necesario para el crecimiento en PA en medio líquido que 
en medio sólido, si bien las razones de este fenómeno aún se desconocen. 
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Figura 48.- Complementación en trans de la mutación en el gen paaY del plásmido 
pAAD::Tn1000-84. En esta gráfica se compara el crecimiento en medio mínimo con PA (5 mM) 
como única fuente de carbono de: •, E. coli W14 (pAAD, pUC18); •, E. coli W14 (pAAD::Tn1000-
84, pAFY), •, E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84, pUC18). 
 
 
Por otro lado, se comprobó que si las colonias que aparecen al cabo de unos días en 
medio sólido a partir del mutante E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84), y que se han 
denominado E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84R), se resiembran en placas de medio mínimo 
con PA (5 mM) como única fuente de carbono, estas células mantienen la capacidad 
adquirida de crecer en medio sólido con PA (Fig. 49). Ahora bien, aunque su crecimiento 
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en medio líquido es un poco más rápido que el de la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-
84), éste sigue siendo un poco más lento que el de la cepa parental E. coli W14 (pAAD) 
(Fig. 50B). 
 
 
E. coli W14 (pAAD)
E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84)
E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY)
E. coli W14 (pAAD::Tn1000–84R)
t = 4 a 5 días
E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84)
Figura 49.- Crecimiento en placas de medio mínimo con PA (5 mM) de distintas cepas de E. 
coli. Se estriaron en una misma placa las cepas E. coli W14 (pAAD), con la ruta completa del PA; E. 
coli W14 (pAAD::Tn1000-84), mutante en el gen paaY y E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY), 
mutante en los genes paaXY. Tras cinco días de incubación a 37ºC una de las colonias de E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84) que ha crecido se resiembra en una placa de medio mínimo con PA (5 mM) 
como fuente de carbono (flecha verde) y se observa que la nueva colonia resembrada E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84R) crece bien en PA al cabo de 24 h. 
 
 
Sorprendentemente, al analizar una muestra de los cultivos con el microscopio 
óptico, se comprobó que el mutante en el gen paaY crece mayoritariamente en forma de 
cortas cadenas, en tanto que la cepa que porta la ruta paa completa crece formando 
mayoritariamente células aisladas. En el caso de la cepa mutante en paaY denominada E. 
coli W14 (pAAD::Tn1000-84R), el comportamiento observado es intermedio frente a los 
dos ya descritos (Fig. 50). De estos resultados se concluye que la presencia o ausencia del 
gen paaY promueve una diferencia no sólo en la velocidad de crecimiento de cada cepa, 
sino también en su morfología. Cuando los cultivos se crecen utilizando glicerol como 
fuente de carbono la morfología de las cepas es similar en todos los casos.  
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W14 (pAAD::Tn1000-84R), era capaz de crecer en placas de medio mínimo con PA. Estos 
resultados sugieren que es el plásmido pAAD::Tn1000-84, y no el cromosoma de la cepa 
huésped, el responsable del cambio observado en el crecimiento cuando el PA se cultiva 
cómo única fuente de carbono. 
A partir de este resultado se investigó cúal podía ser el motivo de que el nuevo 
plásmido, pAAD::Tn1000-84R, confiriera la capacidad de un crecimiento más rápido en 
ausencia del gen paaY. En primer lugar se comprobó, por digestión con enzimas de 
restricción, que los plásmidos pAAD::Tn1000-84R y pAAD::Tn1000-84 tenían 
aparentemente el mismo tamaño y que el transposón continuaba insertado en el gen paaY 
(Fig. 51A). Este resultado demostraba que el gen paaY seguía mutado y que la 
recuperación del crecimiento no se debía a la pérdida del transposón.  
Posteriormente, se comprobó si existía algún cambio en el número de copias del 
plásmido pAAD::Tn1000-84R con respecto al plásmido pAAD::Tn1000-84. Se hicieron 
extracciones de los dos plásmido en las mismas condiciones, sin embargo no se observó 
mediante su visualización/cuantificación en geles de agarosa un cambio significativo en 
este aspecto (Fig 51B). 
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Dado que con estos experimentos no se obtuvieron resultados concluyentes de la 
función de gen paaY o del posible motivo de las diferencias de crecimiento de los 
mutantes, se decidió continuar la investigación a partir de otros resultados preliminares 
relacionados con el crecimiento de los mutantes. En concreto, se había observado, que un 
mutante de deleción en los genes paaXY, denominado E. coli W14 (pAAD::Tn1000–
∆XY), y un mutante de inserción en el gen paaX, denominado E. coli W14 
(pAAD::Tn1000–6) (Ferrández et al., 1998) (Fig. 13), presentan un crecimiento normal 
tanto en medio sólido como en medio líquido (Figs. 52 y 53). Esto parece indicar que paaX 
y paaY están relacionados, ya que es necesaria la presencia del regulador PaaX para 
observar un retraso en el crecimiento del mutante en el gen paaY, o dicho de otra forma, en 
ausencia del regulador PaaX, el gen paaY no parece ser necesario para el correcto 
desarrollo de la cepa mutante en el gen  paaY en un medio mínimo con PA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E. coli W14 (pAAD)
E. coli W14 (pCK01)
E. coli
W14 (pAAD::Tn1000-84)
E. coli W14 (pAAD::Tn1000-6)
E. coli
W14 (pAAD::Tn1000-∆XY)
E. coli
W14 (pAAD::Tn1000–84R)
 Figura 52 .- Crecimiento en medio mínimo con PA (5 mM) de diferentes mutantes de E. 
coli en los genes paaX y/o paaY. Como control negativo se utilizó E. coli W14 (pCK01), como 
control positivo E. coli W14 (pAAD). E. coli W14 (pAAD::Tn1000-6), mutante de inserción en el 
gen paaX, E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY), mutante de deleción en los genes paaXY. E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84), mutante en el gen paaY y E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84R), cepa revertiente 
sin el gen paaY. 
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Figura 53.- Crecimiento en medio mínimo M63 c
coli mutantes en el gen paaX y/o paaY (E. coli W14 (pA
(E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY)) y complementació
E. coli W14 (pUC18, pCK01), (?) E. coli W14 (pAAD, 
∆XY, pUC18), (♦) E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY, 
PA (5mM). El plásmido pAFY expresa el gen paaY en el
Plac (Tabla 6). B) Comparación de crecimiento de los 
como fuentes de carbono: (♦) E. coli W14 (pAAD::Tn10
(pAAD::Tn1000-∆XY) cultivada en glicerol, (?) E. coli 
E. coli W14 (pAAD::Tn1000-6) crecida en glicerol.  
 
 
 
3.2. Los genes paaX y paaY constituyen una uni
Teniendo en cuenta los resultados de crecim
aY se encuentra contiguo al gen regulador paaX,
omotor independiente para la expresión del gen 
 la misma unidad transcripcional.  
Para analizar la existencia de promotores 
aY esta región fue amplificada por PCR emplea
s oligonucleótidos PY5-KpnI y PY3-BamHI (
nerado fue clonado en el vector de búsqueda de
cZ desprovisto de promotor y precedido de un s
tenido se denominó pSJPY (Fig. 19). La trans
ásmido pSJPY produjo colonias blancas en pres
isma cepa se transformó con el vector parental
gmento clonado no posee actividad promotora de
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paaY o si paaX y paaY formaban parte 
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Resultados 
Por otro lado, mediante RT-PCR se analizó si paaX y paaY formaban una unidad 
transcripcional. Para ello se extrajo RNAm de la cepa E. coli W cultivada con PA (5 mM) 
como única fuente de carbono y se realizaron las reacciones de RT-PCR como se indica en 
el apartado 3.12.2 de Materiales y Métodos. En la Fig. 54 se observa que en todos los casos 
hay amplificación tanto de las regiones estructurales de los genes paaX y paaY como de la 
región intergénica, lo que sugiere que ambos genes forman una unidad transcripcional. 
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Calles    Oligonucleótidos   AMV
1           IX3 – IX5              +
2           IX3 – IX5               -
3           IY3 – IY5              +
4           IY3 – IY5               -
5         IY25 – IX25            +
6         IY25 – IX25             -
1353
3
1078
872
0
M  1  2 3  4 M  5    6  8 
Figura 54.- A) Esquema de la posición de los oligonucleótidos empleados en las reacciones 
T- PCR. El sentido de las flechas indica la dirección 5´- 3´de los oligonucleótidos. Los 
nucleótidos se detallan en la Tabla 7. B) Amplificación de RNAm utilizando la técnica de RT-
. E. coli W se cultivó en medio M63 con PA 5 mM hasta OD600 0,6. Se extrajo el RNA total del 
o y se realizaron las reacciones de RT-PCR, como se indica el apartado 3.12.2 de Materiales y 
dos. Las calles 2, 4, 6 y 8  muestran reacciones de PCR control, sin reacción de 
transcripción inicial (control de ausencia de contaminación de DNA en la preparación de RNA). 
s M, DNA de fago PhiX174 digerido con HaeIII (los tamaños de los fragmentos se indican a la 
ha en pb). Los productos de las amplificaciones se visualizaron en un gel de agarosa al 0,7%. 
, transcriptasa reversa. 
 
 
Dado que paaX y paaY parecen formar una unidad transcripcional, mutaciones por 
n en el gen paaX podrían generan un efecto polar en la transcripción del gen paaY. 
nfirmar esta hipótesis se comprobó que la proteína PaaY no se sintetizaba en un 
e de inserción del transposón Tn1000 en el gen paaX. Para ello se analizaron por 
n-blot extractos de la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-6), transformada con un 
o que tiene una inserción del transposón Tn1000 en el gen paaX, y como control se 
E. coli W14 (pAAD) transformada con el mismo plásmido sin la inserción, 
do un anticuerpo anti-PaaY obtenido como se detalla en el apartado 3.10.4 (Fig. 
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55). Estos resultados indican que el mutante en el gen paaX tiene efectos polares sobre 
paaY e impide la expresión de la proteína PaaY, lo que apoya la existencia de un único 
tránscrito que contiene los genes paaXY. 
 
M    1  2    3    4    5   6
28,8 kDa
37,5 kDa
52,5 kDa
99,1 kDa
19,3 kDa
119,8 kDa
Figura 55.- Western-blot realizado con un anticuerpo anti-PaaY y extractos de E. coli W14 
trasformada con diferentes plásmidos. M, marcadores de peso molecular (BioRad). 1, extracto de 
E. coli W14 (pAAD); 2, extracto de E. coli W14 (pAAD::Tn1000-6); 3, extracto de E. coli W14 
(pAAD::Tn1000-84); 4, E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84R); 5, E. coli W14 (pAAD::Tn1000-∆XY); 
6, E. coli W14 (pCK01). Se utilizaron 10 µg de cada uno de los extractos. Las muestras se cargaron en 
un gel SDS-PAGE al 12,5% según se detalla en el apartado 3.10.5. 
 
 
 
4.3.3. Estudio de la influencia de PaaY en la regulación del cluster paa. 
 
El hecho de que mutaciones en el gen paaY tuviesen un efecto negativo sobre el 
crecimiento de E. coli en PA sólo cuando el gen paaX se encontraba presente en la célula 
(apartado 4.3.1.) hacía sospechar que PaaY pudiera estar implicado en la regulación del 
cluster paa. Estudios preliminares de nuestro laboratorio revelaron que: i) la expresión de 
los promotores Pa y Px es constitutiva en ausencia de la proteína PaaX y ii) la expresión 
simultánea de los genes paaX y paaY ocasionaba los mismos efectos sobre la actividad de 
Pa o Px que cuando se expresaba solamente el gen paaX. Además se comprobó que en 
estas condiciones la proteína PaaY no mostraba ningún efecto sobre ninguno de los dos 
promotores (Tesis Doctoral de Abel Ferrández, 1998). Dado que estos experimentos se 
realizaron utilizando plásmidos que expresaban el gen paaY en alto número de copias y el 
gen paaX en bajo número de copias se procedió a revisar la regulación utilizando sistemas 
en los que los genes paaX y paaY se expresasen en plásmidos del mismo número de 
copias.  
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4.3.3.1. Revisión del efecto del gen paaY en la expresión del cluster paa. 
 
Para determinar si el gen paaY podía ejercer algún efecto sobre la expresión de los 
genes paa, se delecionó dicho gen en el plásmido pAFK3, dando lugar al plásmido pAFK7 
(Fig. 56). En el plásmido pAFK3 se expresan los genes paaK, paaX y paaY y en el 
plásmido pAFK7 tan solo los genes paaK y paaX. Con estas construcciones se podía 
estudiar la posible influencia del gen paaY en los tres promotores de la ruta, pero 
manteniendo los mismos niveles de expresión del gen paaX en los dos plásmidos. La 
actividad  β-galactosidasa se determinó en las cepas E. coli AF1411 (Pa::lacZ), E. coli 
AF15PZ (Pz::lacZ) y E. coli AF141X (Px::lacZ), portadoras de los plásmidos pAFK3, 
pAFK7 o el plásmido control pCK01 (Fig 57).  
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Figura 56.- Esquema de la construcción del plásmido pAFK7. El plásmido pAFK3 se digirió 
con las enzimas de restricción NsiI y BamHI y los extremos se hicieron romos con la T4 DNA 
polimerasa de E. coli. ∆, indica un gen truncado. Plac representa el promotor del operón lac de E. 
coli. Cmr, indica el gen que confiere resistencia a cloranfenicol. Se señalan los sitios de restricción 
más relevantes. 
 
 
Como ya se había comprobado, la presencia del gen paaX reprime la expresión 
desde los promotores Pa y Pz (Ferrández et al., 1998) y como se ha visto en este trabajo 
también inhibe la expresión del promotor Px (ver apartado 4.2.1). Esta represión es similar 
tanto en presencia (pAFK3) como en ausencia (pAFK7) del gen paaY (Fig. 57B). Cuando 
se inducen los cultivos con PA y está presente la ligasa PaaK, se observa en todos los casos 
un aumento de la actividad β–galactosidasa (Fig. 57). Por lo tanto en las condiciones 
ensayadas, la ausencia del gen paaY no parece ejercer ningún efecto apreciable sobre los 
promotores Pa, Pz, y Px. 
94 
Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 57.- Efecto del gen  paaY sobre los promotores Pa, Pz y Px. Ensayo de actividad β-
galactosidasa generada en presencia o ausencia del gen paaY, en células de E. coli AF1411, E. coli 
AF15PZ y E. coli AF141X, cultivadas en glicerol como fuente de carbono en ausencia (sin inducir) o 
presencia (inducido) de PA (5 mM).  
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Los experimentos para el estudio de la influencia del gen paaY sobre los 
promotores de la ruta paa se realizaron también utilizando las cepas de E. coli AF1411 
(Pa::lacZ) y E. coli AF15Pz (Pz::lacZ) transformadas con el plásmido pAAD, que aporta 
todos los genes de la ruta, o con el plásmido mutante en paaY, pAAD::Tn 1000-84, 
pensando en la posibilidad de que otros genes de la ruta o algún intermediario de la misma 
pudiera tener influencia en una posible función reguladora de PaaY sobre estos 
promotores. Cuando los ensayos de actividad β–galactosidasa, se llevan a cabo con estos 
plásmidos, se observa que el mutante en el gen paaY en presencia de PA está ligeramente 
más reprimido en el caso de la cepa con la inserción Pa::lacZ (Fig. 58). 
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Figura 58.- Efecto del gen  paaY sobre el promotor Pa y Pz. Ensayos de actividad β-
galactosidasa generada en presencia o ausencia del gen paaY, en células de E. coli AF1411 y E. coli 
AF15PZ, cultivadas en glicerol como fuente de carbono en ausencia (sin inducir) o presencia 
(inducido) de PA (5 mM).  
 
 
4.3.3.2. Efecto del medio de cultivo en la función de PaaY. 
 
Una de las posibles funciones que podría desempeñar el gen paaY podría estar 
relacionada con la creación de señales del tipo de “quorum sensing”. Por ello nos 
propusimos estudiar si el medio de cultivo de la cepa E. coli W14 (pAAD) cultivada con 
PA como única fuente de carbono podría contener alguna señal que facilitara el 
crecimiento de la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) que no produce la proteína PaaY. 
Para realizar este experimento se cultivó la cepa E. coli W14 (pAAD) en medio mínimo 
M63 utilizando PA (5 mM) como fuente de carbono. Al alcanzar una Abs600 de 0,8 se 
centrifugó el cultivo, se recogió el sobrendante y se ajustó el pH a 7, filtrándolo después 
para inocular de nuevo este “medio gastado” con E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84). Si bien 
la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) no mostró crecimiento después de 50 horas de 
incubación en medio mínimo con PA (5 mM), la misma cepa alcanzó la fase estacionaria 
de crecimiento al cabo de 35 horas de incubación en el medio gastado (Fig. 59). 
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Figura 59.- Efecto del medio de cultivo en el crecimiento de E. coli W14 (pAAD::Tn1000-
84). Se inocularon diferentes medios con E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) utilizando PA (5 mM) 
como fuente de carbono: medio fresco (medio mínimo M63), medio gastado (medio M63 en el que se 
ha cultivado E. coli W14 (pAAD), centrifugado y filtrado después de ajustar su pH a 7) y una mezcla 
de los dos anteriores medios a partes iguales. Se inoculó también el medio gastado sin añadirle fuente 
de carbono. 
 
 
 Estos experimentos parecían indicar que, efectivamente, el medio gastado obtenido 
a partir de la cepa E. coli W14 (pAAD) contenía algún compuesto que aceleraba el 
crecimiento de la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84). Aunque podría tratarse de una 
señal de “quorun sensing” no se podía descartar que el medio gastado contuviese pequeñas 
cantidades de algún nutriente que pudiese acelerar el crecimiento. Es sabido que E. coli 
durante el crecimiento secreta al medio de cultivo pequeñas cantidades de sustancias tales 
como acetato o succinato que luego pueden ser utilizadas como una fuente de carbono y 
energía (Galán et al., 2001) en la fase estacionaria o para activar el uso de otras fuentes 
alternativas de carbono y energía. Por ello nos propusimos ver si el efecto acelerador 
ejercido por el medio de cultivo gastado podía conseguirse con la adición de pequeñas 
cantidades de una fuente de carbono y energía fácilmente metabolizable como el glicerol. 
En este sentido se observó que una pequeña cantidad de glicerol (0,5 mM) es suficiente 
para que las dos cepas E. coli W14 (pAAD) y E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) reduzcan 
significativamente su fase de latencia y comiencen a crecer más deprisa en presencia de PA 
(5 mM) (Fig. 60). La cepa mutante E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) fue capaz de alcanzar 
la fase estacionaria en apenas 20 horas (Fig 60).  Además, dado que las cepas apenas 
crecen con glicerol 2 mM, el crecimiento observado en presencia de PA y glicerol no 
puede atribuirse al glicerol sino al catabolismo del PA.  
97 
Resultados 
 E. coli W14 (pAAD) E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84) 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)
A
bs
60
0
Glicerol 2 mM
Glicerol 2 mM + PA 5 mM
Glicerol 1 mM + PA 5 mM
Glicerol 0,5 mM + PA 5 mM
PA 5 mM
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)
A
bs
60
0
Glicerol 2 mM
Glicerol 2 mM + PA 5 mM
Glicerol 1 mM + PA 5 mM
Glicerol 0,5 mM + PA 5 mM
PA 5 mM
Figura 60.- Efecto de pequeñas cantidades de glicerol en el crecimiento de E. coli en  
presencia (E. coli W14 (pAAD)) o ausencia (E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84)) del gen paaY. Las 
s de crecimiento se realizaron en medio mínimo M63 conteniendo glicerol en pequeñas 
cantidades (0,5-2 mM) y PA (5 mM) como fuente de carbono. 
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Hay que tener en cuenta que los experimentos realizados hasta la fecha para valorar 
la activ
galactosidasa.  
idad promotora de Pa, Px o Pz y el efecto de los productos génicos PaaX y PaaY se 
han llevado a cabo creciendo las cepas en glicerol e induciendo el sistema con PA. Debido 
a este hecho es posible que hasta el momento no se haya visto un efecto claro del gen 
paaY, ya que en presencia de glicerol el metabolismo del PA no parece tener un 
requerimiento estricto por la proteína PaaY. Por ello, nos propusimos hacer un 
experimento con células en reposo (resting cell), sin añadir glicerol, para determinar el 
efecto de la ausencia del gen paaY en el promotor Pa. Para ello se crecieron E. coli 
AF1411 (pAAD) y E. coli AF1411 (pAAD::Tn1000-84) en medio mínimo utilizando 
glicerol (20 mM) como fuente de carbono durante 12 horas hasta alcanzar una Abs600 de 
1,5. Estas células se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 20 ºC y después se lavaron 
con solución salina, el sedimento se resuspendió en 0,05 volúmenes de M63. A 0,5 ml de 
esta suspensión celular se le añadió 4,5 ml de M63 y 25 µl de PA (1 M). Las células se 
incubaron a 37 ºC y se tomaron muestras a diferentes tiempos con las que se determinó el 
valor de actividad β-galactosidasa. Hay que señalar que no se observó crecimiento de las 
células durante el experimento de resting cells. Los resultados que se recogen en la Fig. 61 
muestran que cuando no está presente PaaY se alcanzan valores menores de actividad β–
98 
Resultados 
Cultivo de E. coli AF1411 (pAAD) sin inducir 
Cultivo de E. coli AF1411 (pAAD::Tn1000-84) sin inducir 
Cultivo de E. coli AF1411 (pAAD) inducido con PA  
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h)
A
ct
iv
id
ad
  β
-g
al
ac
to
si
da
(U
ni
da
de
s 
M
ill
er
)
Cultivo de E. coli AF1411 (pAAD::Tn1000-84) inducido con PA 
Figura 61.- en paaY. Se realizó un experimento 
de resting cell c 11 (pAAD::Tn1000-84), 
resuspendidas en M o) de PA (5 mM). Se midió la 
actividad β-galact mperatura de 
37ºC. Se realizaron tres experimentos independientes, los datos mostrados son el resultado de uno de 
ellos
 
 
s 
nómenos. En primer lugar, se observa que el sistema parte de un nivel de expresión más 
lto en el caso de la cepa E. coli AF1411 (pAAD) y que la inducción es muy progresiva. 
En el 
Efecto en el promotor Pa del mutante en el g
on células de E. coli AF1411 (pAAD) y E. coli AF14
63, en ausencia (sin inducir) o en presencia (inducid
osidasa de los cultivos a diferentes tiempos de incubación a una te
. 
Si se observan detalladamente los resultados de la Fig. 61 se aprecian diferente
fe
a
caso de la cepa E. coli AF1411 (pAAD::Tn1000-84) mutante en el gen paaY se 
aprecia que el nivel de partida es muy bajo, pero existe una fuerte inducción en las 
primeras horas, de tal manera que el nivel de expresión a las 3 horas es equivalente al nivel 
de expresión de la cepa E. coli AF1411 (pAAD) a las 2 horas. Sin embargo, a partir de las 
3 horas la expresión aumenta lentamente. Este fenómeno podría deberse a que en las 
primeras horas las células aun conservan en su citoplasma parte del glicerol o de otros 
nutrientes obtenidos en la preincubación y con esos nutrientes son capaces de activar 
momentáneamente el sistema de expresión. Las células que producen PaaY pueden utilizar 
rápidamente la energía derivada del catabolismo del PA pero, sin embargo, las células 
mutantes en el gen paaY no pueden obtener esta energía y la expresión se retrasa 
enormemente. El hecho de que los niveles basales de partida obtenidos después de 
precrecer las cepas en glicerol sean menores en el caso de la cepa mutante indica que el 
gen paaY es necesario para generar una cierta expresión basal del cluster paa incluso en 
condiciones de fuerte crecimiento y en ausencia del inductor. Según estos resultado el gen 
4000sa
4500
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paaY parece tener un efecto en la desrepresión del cluster paa. Este efecto no se había 
visto tan claramente hasta el momento debido a la presencia de otra fuente de carbono, 
como el glicerol, en los ensayos realizados que enmascaran dicho efecto. 
 
 
4.3.3.3. Estudios de retardo en gel con PaaX y PaaY. 
 
Se han realizado estudios de retardo en gel combinando las proteínas PaaY y PaaX 
para determinar si existe algún tipo de interacción entre ellas que afecte a la unión de PaaX 
al DNA. La proteína PaaY no tiene dominios de unión a DNA pero se pensó en la 
posibilidad de que ejerciera algún efecto en la unión del regulador PaaX o en su desunión 
por efecto del PA-CoA, sin embargo, en las condiciones ensayadas no se observa ninguna 
influencia de PaaY sobre la unión de PaaX al DNA cuando está presente el inductor del 
sistema (PA-CoA) (Fig. 62).  
 
 
 
F
W14 (pQ
de acuerd
posicione
coli W14
10, 25, 50
0,08 µg. 
coli W14
calles 3 aAPA-PZ/PaaX-I
PA-PZ
PA-PZ/PaaX-II
W14 (pAFX)
PA-CoA 
1    2     3     4      5     6     7     8
- +   +   +  +  +    +   +  
- -
1     2     3     4      5     6     7     8 BW14 (pAFX)
PA-CoA 
- +   +   +  +  +    +   +  
- -
W14 (pQEYES)- +   +   +  +  +    +   +  
PA-PZ/PaaX-I
PA-PZ
PA-PZ/PaaX-II
igura 62.- Ensayos de retardo en gel con extractos proteicos de E. coli W14 (pAFX) y E. coli 
EYES). La sonda utilizada fue la sonda PA-PZ que contiene la zona promotora Pa-Pz, y se obtuvo 
o con lo indicado en el apartado 3.11.1 de Materiales y Métodos. Se indican con flechas las 
s de la sonda libre y de los complejos I y II de Pa-Pz/PaaX A) La concentración de extracto de E. 
 (pAFX) fue de 0,08 µg. Se añadieron concentraciones crecientes de PA-CoA de las calles 3 a la 8: 
, 250, 500 y 1000 µM, respectivamente. la concentración de extracto de E. coli W14 (pAFX) fue de 
B) La cantidad de proteína en el extracto de E. coli W14 (pAFX) fue de 0,08 µg y la del extracto E. 
 (pQEYES) (Fig. 18) fue de 0,03 µg. Se añadieron concentraciones crecientes de PA-CoA de las 
 la 8: 10, 25, 50, 250, 500 y 1000µM, respectivamente.  
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4.3.4. Análisis de comparación de secuencia de la proteína PaaY.  
 
Para arrojar alguna luz sobre el posible papel de la proteína PaaY, se comparó la 
 proteínas. En la Tabla 
12 se indican algunas de las proteínas que presentaron identidad significativa con PaaY. 
Como 
196 a).  
secuencia de aminoácidos de esta proteína con las bases de datos de
era de esperar, entre ellas se encuentran las proteínas PaaM y PaaY de P. putida 
(Olivera et al., 1998) y Pseudomonas sp. Y2 (Alonso et al., 2003; Bartolomé-Martín et al., 
2004), respectivamente, de la ruta de degradación de PA en estos organismos. Pero el 
producto del gen paaY presenta también niveles de identidad significativos con proteínas 
de unión a hierro, con anhidrasas carbónicas, y con la proteína CaiE de función 
desconocida implicada en el metabolismo de la carnitina en E. coli (Eichler et al., 1994). 
 
 
Tabla 12.- Identidades más significativas de la secuencia de la proteína PaaY (21439 Da, 
 a
Productos génicos relacionados 
Nombre Función Organismo % Identidad(aa) Nº acceso 
PhaM Desconocida 60 (199) AE016786 
D  Pse Y2 AJ000330 
P  F  Anhidrasa carbónica 
MMP0049 Anhidrasa carbonica Methanococcus maripaludis 41 (151) Q6M168 
Fbp Anhidrasa carbónica Pseudomonas aeruginosa 34 (174) P40882 
Pseudomonas putida 
PaaY esconocida udomonas sp. 60 (197) AJ579894 
CaiE Desconocida Escherichia coli 59 (203) P39206 
F1600 erripioquelina Pyrococcus furiosus 41 (173) AAL81724 
Ferripioquelina 
 
 
PaaY presenta similitud con proteínas que contienen una repetición imperfecta de 
seis am que fue identificada inicialmente en aciltransferasas de 
bacterias (Vaara, 1992). La secuencia general de este hexapéptido se describe como [LIV]-
[GAED
 
inoácidos (Tabla 13), 
]-X2-[STAV]-X y está anotado en la base de datos PROSITE (PS00101) (Tabla 
13). 
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Tabla 13.- Comparación del motivo hexapéptido (PS00101) conservado en PaaY. 
 Función Nombre aa % alineado Id %
UDP-3-O-[3-hidroximiristoil] transferasa LpxD 338 25,7%  37,2 
Serina acetiltransferasa CysE 194 54,6%  49,9 
Tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa DapD 271 53,9%  44,5 
N-acetilglucosamina-1-fosfato uridiltransferasa GlmU 460 22,6%  42,8 
Proteína de unión de acilos LpxA 268 25,0%  39,8 
ADP-glucosa pirofosforilasa  GlgC 393 19.3%  36,7 
 
 
.3.5. Hiperproducción de PaaY. 
idad la función de PaaY se recurrió a su hiperexpresión. 
e construyeron dos plásmidos diferentes para hiperproducir PaaY, uno fusionando al gen 
paaY u
l análisis de los cultivos de E. coli M15 (pREP4, pQEYBS) (Fig. 63) y de E. coli 
M15 (pREP4, pQEYES) (Fig. 64) mediante SDS-PAGE reveló la existencia de una banda 
hiperpr
 
 
4
 
Para analizar con más facil
S
na cola (tag) de seis histidinas en el extremo 5´ y otra construcción para expresar la 
proteína nativa. En ambos casos se utilizó el plásmido pQE32 que expresa los genes 
clonados bajo el control del promotor del fago T5 y el operador lac. El fragmento de DNA 
que contenía el gen paaY se obtuvo mediante PCR utilizando los oligonucleótidos Y5-Bam 
e Y3-Sac para la construcción de la proteína de fusión con el tag de histidinas (plásmido 
pQEYBS) y los oligonucleótidos Y5-Eco e Y3-Sac para la construcción con la proteína 
nativa (plásmido pQEYES) (Fig. 18). Los plásmidos se utilizaron para transformar células 
competentes de E. coli M15 (pREP4) y las cepas resultantes E. coli M15 (pREP4, 
pQEYES) y E. coli M15 (pREP4, pQEYBS) se seleccionaron en medio LB con ampicilina 
y kanamicina. 
 
E
oductora, que corresponde a una masa molecular aparente de 29 kDa. Aunque el 
peso molecular teórico estimado para PaaY, 21439,6, no concuerda con el estimado en 
SDS-PAGE, ya se han descrito migraciones en SDS-PAGE anómalas para proteínas de 
carácter ácido (PaaY tiene un pI teórico de 5,97) (Alber y Ferry, 1994). 
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aparFigura 63.- Hiperproducción de la proteína His6-PaaY. A) Gel de SDS-PAGE (12,5%)
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. 
alles 1 y 3, extracto control de E. coli M15 (pREP4, pQE32) sin inducir e inducido con IPTG 0,5 
M. Calles 2 y 4, extracto de la cepa E. coli M15 (pREP4, pQEYBS) sin inducir e inducida con 
PTG 0,5 mM. M, marcadores de peso molecular “Broad Range” (BioRad), en el margen izquierdo 
e la figura se detallan los pesos moleculares (en kDa). B) Esquema del plásmido que expresa la 
roteína PaaY fusionada al tag de histidinas. Apr, gen de resistencia a ampicilina. 
 
 
A 
M    1    2     3     4     ex
. Ensayo de la actividad enzimática de PaaY. 
Como ya se ha indicado, el producto del ge
ific
M   1   2    3   4    M
Figura 64.- Hiperproucción de la proteína PaaY. A
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ello, se analizó si la proteína PaaY poseía actividad anhidrasa carbónica. Este ensayo se 
realizó de dos formas diferentes que se describen en el apartado 3.9.2, utilizando como 
control una anhidrasa carbónica bovina comercial. El primer ensayo se basa en la 
disminución de pH debido a la formación de bicarbonato a partir de CO2. Con este ensayo 
no se detectó actividad con los extractos hiperproductores de PaaY, pero sí con la 
anhidrasa carbónica comercial. El segundo ensayo se basa en una actividad hidrolítica de 
ésteres que se ha detectado en algunos tipos de anhidrasas carbónicas obtenidas de 
mamíferos. El éster utilizado como sustrato fue el p-nitrofenilacetato (Birgit y Ferry, 
1996). Este tipo de actividad tampoco se detectó en la proteína PaaY pero sí en la 
anhidrasa carbónica comercial utilizada como control. Estos ensayos parecían descartar la 
posibilidad de que PaaY fuese una anhidrasa carbónica.  
Dado que la ruta del PA transcurre a través de derivados de CoA y que el motivo 
hexapéptido identificado en PaaY se ha observado en aciltransferasas (Tabla 13) parecía 
interesante explorar la posibilidad de que PaaY tuviera actividad de transferencia de grupos 
CoA  o del resto carbonado unido al mismo. Para analizar esta posibilidad, se utilizó un 
ensayo indirecto que emplea el DTNB (ácido 5,5´-ditiobis-(2-nitrobenzoico)), y se basa en 
un intercambio entre el CoA liberado del compuesto utilizado como sustrato en la reacción 
y el DTNB. La reacción se puede seguir espectrofotométricamente a 412 nm debido a la 
producción de ácido tionitrobenzoico que tiene color amarillo. Con este ensayo se han 
detectado actividades tanto de tipo transferasa como hidrolíticas (tioesterasa). En el caso de 
los extractos hiperproductores de la proteína PaaY fuimos capaces de detectar actividad 
tioesterasa sobre diferentes compuestos derivados de CoA utilizados como sustratos (Tabla 
14). Entre los compuestos que se probaron, el máximo valor de actividad se obtuvo con 
acetoacetil-CoA. También se detectó actividad con PA-CoA, decanoil-CoA, lauroil-CoA y 
miristoil-CoA. Hay que señalar que únicamente se detectó actividad con extractos de E. 
coli que hiperexpresan la proteína PaaY, ya que los extractos de E. coli W cultivada en PA 
como única fuente de carbono no producen cantidad suficiente de proteína para ser 
detectada con este ensayo.  
El ensayo también se realizó en ausencia de DTNB para eliminar la posibilidad de 
que el DTNB pueda estar participando en la reacción. En este caso se trata de valorar 
actividad CoA transferasa, es decir que el grupo acilo se transfiere a otro compuesto que 
actúa como aceptor. El ensayo sin DTNB se basa en la disminución de absorbancia a 232 
nm que tiene lugar cuando se produce la ruptura del enlace tioéster del compuesto derivado 
de CoA. Los resultados obtenidos indican que el DTNB no participa en la reacción (datos 
no mostrados). 
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Empleando el ensayo indirecto con DTNB no hemos sido capaces de detectar 
actividad transferasa utilizando el PA como aceptor y distintos derivados del grupo CoA 
como donadores. 
Por último hay que destacar que la actividad tioesterasa de PaaY disminuye cuando 
se congelan directamente los extractos. Sin embargo, la actividad se consiguió mantener 
sin pérdida apreciable almacenando los extractos a -20ºC tras la adición de glicerol (40%). 
 
 
 
Tabla 14.- Actividad tioesterasa en extractos hiperproductores de PaaY. Los extractos se 
prepararon a partir de E. coli M15 (pQE32, pQEYES) y la actividad se valoró como se describe en el 
apartado 3.9.4. El % de actividad se calculó con respecto al valor de actividad obtenido utilizando 
como sustrato acetoacetil-CoA. 
 
Derivado de CoA % Actividad* 
Acetil-CoA ND 
Butiril-CoA ND 
Isobutiril-CoA ND 
Acetoacetil-CoA 100 
Succinil-CoA ND 
Hexanoil-CoA ND 
Octanoil-CoA 1,5 
Fenilacetil-CoA 9,6 
Benzoil-CoA ND 
Decanoil-CoA 18,0 
Lauroil-CoA 31,2 
Miristoil-CoA 41,2 
Palmitoil-CoA ND 
* ND, no detectada 
 
 
 
4.3.7. Purificación de PaaY. 
 
Para caracterizar mejor la proteína PaaY se procedió a su purificación a 
homogeneidad electroforética. Inicialmente se intentó la purificación utilizando la cepa que 
expresa His6-PaaY, debido a las ventajas que presentan los métodos de purificación por 
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afinidad. Sin embargo, los intentos realizados no tuvieron éxito, ya que His6-PaaY se unía 
muy mal a la resina de quelatos de Ni2+ o de Co2+, y la pequeña cantidad de proteína 
retenida sólo se conseguía eluir a concentraciones elevadas de imidazol (500 mM). En 
estas condiciones, PaaY perdía su actividad enzimática.  
Como no parecía posible la purificación mediante afinidad de la proteína unida al 
tag de histidinas, se decidió partir de la construcción plasmídica que expresa PaaY sin 
histidinas y purificar la proteína nativa mediante métodos más convencionales. De esta 
manera, tras probar distintas alternativas PaaY se purificó utilizando 4 pasos de 
purificación que se indican en la Tabla 15 y se detallan en el apartado 3.10.2.  
Durante la purificación, la proteína PaaY se monitorizó valorando su actividad 
tioesterásica mediante el ensayo espectrofotométrico. Se analizaron los diferentes pasos en 
el proceso de purificación y se puede observar que la proteína puede considerarse 
homogéneamente pura al final del proceso (Fig. 65). La actividad específica de la proteína 
PaaY aproximadamente dobla su valor a lo largo de la purificación (Tabla 15). 
La secuencia N-terminal, (M)PIYQID, de la proteína PaaY purificada es única y 
concuerda con la deducida de la secuencia de nucleótidos del gen paaY. Este resultado 
confirma que la proteína PaaY es el producto de dicho gen y que no existe procesamiento 
de sus extremo N-terminal. 
 
 
 
Tabla 15.- Proceso de purificación de PaaY a partir de la cepa E. coli M15 (pREP4, pQEYES). 
Paso Actividad Total (U)a 
Proteína 
(mg) b 
Actividad 
específicad 
Recuperación 
(%) 
Grado de 
purificacióne 
Extracto celular c 1060 253 4,2 100 1,0 
Precipitación con sulfato 
amónico 618 145 4,3 75 1,0 
Fenil-Sefarosa 512 63 8,2 57 1,9 
Sephadex G-100 334 45 7,4 44 1,7 
DEAE-celulosa 201 30 6,7 29 1,6 
a Una unidad se define como µmol de ácido tionitrobenzoico / min  
b Determinado por el método de Bradford 
c Después de centrifugar a 14.000 rpm  durante 15 minutos 
d La actividad específica se define como µmol/(min⋅mg proteína) 
e Comparación entre la actividad específica de cada paso con respecto al extracto celular. 
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M    1    2    3    4    5    6
 
 
 
 
 
Figura 65.- Pr Análisis por  SDS-PAGE (12,5%) 
de las distintas fracci gún el método descrito en el 
apar do 3.10.2 nge” (BioRad), en el margen 
izquierdo de la figu  1. 10 µg  de extracto proteico 
cont l de E. coli M eico de E. coli M15 (pREP4, 
pQE
 
 
4.3
 
Una vez purificada la proteína PaaY se procedió a su caracterización bioquímica. 
n la Tabla 16 se recogen los valores de actividad relativa calculados a partir del valor 
son semejantes a los 
btenidos con los extractos proteicos de la cepas hiperproductoras, recogidos en la Tabla 
14, par
m max cat
erivado de CoA % Actividad* Km (µM) 
Vmax 
(µmol⋅ min-1) 
Kcat 
(s-1) 
Kcat/Km 
(µM-1 ⋅s-1)) 
oceso de purificación de la proteína PaaY. 
ones obtenidas en el proceso de purificación, se
 . M, Marcadores de peso molecular “Broad Ra
ra se detallan los pesos moleculares (en kDa);
15 (pREP4, pQE32); 2. 15 µg de extracto prot
45 KDa
21 KDa
31 KDa
66 KDa
ta
ro
YES) después de centrifugar a 14000 rpm durante 15 min; 3. 12,0 µg de extracto después de 
precipitar con sulfato amónico al 60%; 4. 6,0 µg de proteína eluída de la columna de Fenil-Sefarosa; 
5. 1,5 µg de proteina eluída de la columna de Sephadex G-100; 6. 1,0 µg de proteína  eluída de la 
columna de DEAE celulosa. 
.8. Caracterización bioquímica de la proteína PaaY purificada. 
E
obtenido con acetoacetil-CoA (los valores de actividad relativa 
o
a el PA-CoA la actividad es algo superior). También se indican en la Tabla 16 los 
parámetros cinéticos tales como K , V , K , para cada uno de los compuestos con los 
que la enzima presentó actividad significativa.  
 
Tabla 16.- Parámetros cinéticos de la proteína PaaY purificada. 
D
Acetil-CoA ND - - - - 
Butiril-CoA ND - - - - 
Acetoacetil-CoA 100 146,6 1,1 ⋅
S  
H  
Isobutiril-CoA ND - - - - 
0,659 7,5 10-3 
uccinil-CoA ND - - - - 
exanoil-CoA 3,2 - - - - 
Octanoil-CoA 4,7 - - - - 
Fenilacetil-CoA 28,6 136,4 0,373 0,4 2,9⋅10-3 
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Derivado de CoA % Actividad* Km (µM) 
Vmax 
(µmol⋅ min-1) 
Kcat Kcat/Km 
(µM-1 ⋅s-1)) (s-1) 
Benzoil-CoA ND - - - - 
Decanoil-CoA 23,2 4  0, 1 0,14 3,2 -3 
2  0, 1 0,  1,6 -2 
2,7 13 ⋅10
Lauroil-CoA 56,0 3,2 17 39 ⋅10
Miristoil-CoA 46,9 20,0 0,139 0,25 1,2⋅10-2 
Palmitoil-CoA 9,7 - - - - 
* ND, no detecta
 
 
4.3.8.1. Estudios iniciales sobre la estabilidad térmica, la influencia del pH y la fuerza 
iónica en la actividad de PaaY. 
 
El pH óptimo de la actividad de la proteína PaaY se determinó mediante el ensayo 
e actividad tioesterásica utilizando como sustrato acetoacetil-CoA a distintos valores de 
pH, en ,0 y 9,5. La proteína PaaY presentó un pH óptimo 
e 8,0 al cual se llevaron a cabo los diferentes ensayos.  
as 2,5 horas de incubación no se 
observa
acetil-CoA (200 µM) como sustrato. 
 
Tiempo 
incubación a % Actividad 
da 
d
 un intervalo comprendido entre 6
d
Los ensayos de actividad para el cálculo de los parámetros cinéticos de PaaY se 
llevaron a cabo a 30ºC, por lo que se determinó la estabilidad de la proteína a esa 
temperatura. La proteína se incubó a 30ºC y se tomaron alícuotas a diferentes tiempos para 
determinar su actividad (Tabla 17). Durante las primer
 pérdida de actividad, pasado este tiempo la actividad comienza a disminuir 
progresivamente. También se ha comprobado que a temperaturas entre 0-4ºC la actividad 
se mantiene estable durante al menos 5 horas. Por el contrario, se observó una ligera 
disminución de la actividad por congelación y descongelación sucesiva como se muestra 
en la Tabla 18. 
 
 
Tabla 17.- Estabilidad de la proteína PaaY a 30 ºC. La proteína PaaY purificada se mantuvo 
a 30ºC durante 5 h. y se tomaron alícuotas a distintos tiempos para valorar la actividad tioesterasa 
utilizando aceto
30ºC  (h) 
0 94 
1 98 
31 
2,5 
3,5 
100 
5 17 
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Tabla 18.- Estabilidad de la proteína PaaY tras varios ciclos de congelación a –80ºC y 
descongelación. El ensayo de actividad s ris-HCl 25 mM pH 8, 25 % de glicerol. Como 
sustrato se utilizó acetoacetil-CoA a una entración de M. El ensayo se realizó a 30ºC. 
 
Ciclo % Actividad 
e realizó en T
 conc 200 µ
1 100 
2 79 
3 72 
 
 
Como se observa en la T la 19, la actividad de PaaY alcanza su máximo a 
temperaturas próximas a 45ºC. A estas tem aturas la estabilidad disminuye 
rásticamente (datos no mostrados), por lo que los ensayos se realizan de forma rutinaria a 
0ºC. 
 
ó acetoacetil-CoA a una concentración de 200 µM.  
Temperatura (ºC) % Actividad 
ab
per
d
3
 
Tabla 19.- Efecto de la temperatura en la actividad tioesterasa en la actividad de la 
proteína PaaY. El ensayo se realizó en Tris-HCl 25 mM pH 8, 25 % de glicerol. Como sustrato se 
utiliz
15 14 
20 35 
30 57 
37 60 
45 99 
50 100 
luy ad t
 
 
La fuerza iónica también inf e en la activid ioesterasa de la proteína PaaY, ya 
que la actividad disminuye un 30% en presencia de NaCl 500 mM cuando el ensayo se 
aliza a 30ºC y pH 8. Los ensayos se llevaron a cabo en presencia de distintas 
oncentraciones de NaCl hasta una concentración final de 500 mM. 
urante las pruebas realizadas para la purificación de la proteína unida al tag de 
histidinas mediante columnas de quelatos con diferentes metales, se observó que en el caso 
re
c
 
 
4.3.8.2. Efecto de diferentes metales en la actividad de la proteína PaaY. 
 
D
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de las columnas de Co2+, la proteína que no se quedaba retenida y se recogía en el volumen 
 este resultado el 
o2+ parecía activar la enzima. Esta observación se confirmó al comprobar que la actividad 
tioester
rva no es 
significativa. Es importante señalar que en el caso de Fe  y Zn , se ha comprobado que 
á
 
Figura 66.- Act presenta como % frente 
al máximo valor obte til-CoA como sustrato a una 
concentración de 20
 
 carbónicas de la familia γ, que muestran identidad significativa 
con PaaY, entre ellas la proteína Cam de M. thermophila, se ha descrito que contienen 1 
átomo de Zn por subunidad de enzima (Alber y Ferry, 1996). En la Fig. 67 se puede 
observa  de la proteína Cam con PaaY y 
con otras proteínas con alta identidad de secuencia tales como CaiE y Fbp, aparecen tres 
de exclusión, tenía una actividad superior a la inicial del extracto. Según
C
asa se duplica cúando se adiciona al ensayo 5 µM del ión Co2+ (Fig. 66). 
 A raíz de este resultado se analizó la influencia de algunos iones metálicos sobre la 
actividad de PaaY. A concentraciones finales en el ensayo de 1 mM, los iones Cu2+, Mn2+, 
Ni2+ y Co2+ inhiben la actividad de la proteína PaaY. Añadiendo Ca2+ no se observa ni 
disminución ni aumento de actividad y con Mg2+ la disminución que se obse
2+ 2+
estos dos metales son capaces de hidrolizar el acetoacetil-CoA cuando se adicionan al 
ensayo a una concentración de 1 mM sin necesidad de añadir enzima, sin embargo, con 
otros derivados de CoA como el hexanoil-CoA no se observa este efecto. Al disminuir la 
concentración de estos metales a 10 µM ya no se observa esta hidrólisis inespecífica. 
Cuando se disminuye la concentración de los iones met licos a 5 µM, sólo se observa 
variación de actividad con el ion Co2+. 
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Análisis de los metales que une la proteína PaaY. 
Algunas anhidrasas
r  que al comparar las secuencias de aminoácidos
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histidin
RLGDARVEAHPDSWIAPSAAVIGKVRLDAGASVWFGAVLRGDNE 47 
NPEPSAPVIDPTAYIDPQASVIGEVTIGANVMVSPMASIRSDEG 63 
                                                                         * 
 
aiE        R-LIVQAGANIQDGCIMHG-------------------YCDTDTIVGENGHIGHGAILHG-CL 90 
aaY        R-IVVKDGANIQDNCVMHG-------------------FPEQDTVVGEDGHIGHSAILHG-CI 90 
S 89 
148 
p         VGDYSLVGINAVILNGAKIGKYCIIGANAL-----IPEGKEIPDGSLVMGSPGKVVRELSEPQ 147 
QVEPLREIEPGRKRLVFDENLRPKQ  196 
homólogos. Fbp, posible proteína de unión a hierro (ferripioquelina) de Pseudomonas aeruginosa. 
CaiE, de Escherichia coli. Cam, anhidrasa carbónica de Methanosarcina thermophila. Las histidinas 
ros aminoácidos 
γ de anhidrasas 
 y Glu-84 y con 
e 
esp a 
co ris-HCl pH 7 con glicerol al 10%. Los metales 
analizados fueron: Fe2+, Ca2+, Cu2+, Zn2+, Co2+, Mg2+ y Mn2+. Los resultados obtenidos 
indican que la muestra analizada presenta 0,6 átomos de Fe y 1,9 átomos de Ca por 
subuni
as conservadas que, en el caso de las anhidrasas carbónicas, se cree que están 
implicadas en la unión del metal.  
 
 
                                                                       
CaiE        ---------------MSYYAFEGLIPVVHPTAFVHPSAVLIGDVIVGAGVYIGPLASLRGDYG 48 
PaaY        ---------------MPIYQIDGLTPVVPEESFVHPTAVLIGDVILGKGVYVGPNASLRGDFG 48 
Fbp         ----------------MKY
Cam         QEITVDEFSNIRENPVTPW
C
P
Fbp         L-IHIGEHSNVQDGSVMHT-------------------DMGYPLTLGKGVTVGHNAMLHG-C
Cam         MPIFVGDRSNVQDGVVLHALETINEEGEPIEDNIVEVDGKEYAVYIGNNVSLAHQSQV G AA 126 H P
                                * 
 
CaiE        IGRDALVGMNSVIMDGAVIGEESIVAAMSF-----VKAGFRGEKRQLLMGTPARAVRNVSDDE 148 
PaaY        IRRNALVGMNAVVMDGAVIGENSIVGASAF-----VKAKAEMPANYLIVGSPAKAIRELSEQE 
Fb
Cam         VGDDTFI MQAFV-FKSKV NNCVLEPRSAAIGVTIPDGRYIPAG-MVVTSQAEADKLPEVTD 187 
 
G G
 
CaiE        LHWKRLNTKEYQDLVGRCHVSLHETQPLRQMEENRPRLQGTTDVTPKR  196 
PaaY        LAWKKQGTHEYQVLVTRCKQTLH
Fbp         KKMLEASAAHYVHNARRYARDLVEDPA---------------------  174 
Cam         DYAYSHTNEAVVYVNVHLAEGYKETS----------------------  213 
 
Figura 67.- Comparación de la secuencias de aminoácidos de la proteína PaaY y sus 
conservadas entre las cuatro proteínas están marcadas en rojo. En negrita se indican ot
conservados. Se señalan también algunos aminoácidos que se conservan en la familia 
carbónicas implicados en la catálisis: con un asterisco (*) se indica los residuos Glu-62
un punto negro (•) Arg-59 de la proteína Cam. 
 
 
Para comprobar si PaaY une metales, se hizo un análisis mediante la técnica d
ectrometría de emisión de plasma a partir de una muestra de proteína purificada a un
ncentración de 0,5 mg/ml en 25 mM T
dad de proteína. 
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4.3.9. Modelado de la estructura tridimiensional de la proteína PaaY. 
 
La estructura tridimensional de la proteína PaaY se ha modelado con el programa 
Loopp (http//ser-loopp.tc.cornell.edu/cbsu/loopp.htm) utilizando como moldes la proteína 
Fbp de Pyrococcus Horikoshii (PDB: 1V67), y la proteína Cam de Methanosarcina 
thermophila (PDB: 1QRE).  
La estructura predicha para PaaY está formada por láminas β paralelas que se 
pliegan en forma de hélice. Esta conformación se parece a un prisma triangular con las 
láminas β formando las caras del mismo (Fig. 68). El hecho de que se pliegue de esta 
forma parece ser debido a la repetición de hexapéptidos [LIV]-[GAED]-X2-[STAV]-X. El 
primer residuo de esta repetición (n) es alifático y se proyecta en el interior de la hélice; el 
segundo residuo (n+1) es generalmente glicina y en la quinta posición (n+4) se sitúa un 
residuo de pequeño tamaño (Fig 69) (Jenkins y Pickersgill, 2001). En el extremo C-
terminal de la proteína (aa 145-196), la estructura tridimensional se caracteriza por una 
hélice α que se sitúa de forma antiparalela al eje de la estructura helicoidal formada  por 
láminas β.  
 
 
 
 
emp
C-te
PaaY A
 
Figura 68.- Modelado de la proteína PaaY. La repr
leando el programa PyMol (http://www.pymol.org), el colo
rminal de la proteína. A) Vista lateral de una subunidad de
 donde se observa la forma de prisma triangular. 
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r varía de azul a rojo del N-terminal al 
 PaaY. B) Sección de la estructura de 
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70).         n            n+1      n+2   n+3     n+4       n+5 
Consenso: [LIV] – [GAED] –  X  –  X – [STAV] –  X 
 
       PB1 T1 PB2 T2 PB3 T3   
10   TPV VPEESF VHPTAV L IG  27        VUELTA 1 
28   DVI LGKGVY VGPNAS L RG  45-48     VUELTA 2 
49   RIV VKDGAN IQDNCV M HG  66-70     VUELTA 3 
71   DTV VGEDGH IGHSAI L HG  88        VUELTA 4 
89   CII RRNAL  VGMNAV V MD  105       VUELTA 5 
106  GAV IGENSI VGASAF V     121     VUELTA 6 
122  KAE MPANYL IVGS         136  
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Figura 69.- Repetición del motivo hexapéptido en la proteína PaaY. A) Los residuos que 
inciden con la secuencia consenso en la primera, segunda y quinta posición están sombreados en 
rde, azul o rosa, respectivamente. Se indica el papel estructural de los residuos en la hélice de 
inas β. PB1, PB2 y PB3 se refieren a las láminas β que forman la hélice. T1, T2 y T3 se refiere a 
 giros entre las láminas β que forman la hélice. B) Residuos 71 a 88 de PaaY, que muestran una 
elta de la hélice. Se indican las posiciones n, n+1 y n+4 en los mismos colores que en la figura A) 
 
 
Según el modelo realizado, la proteína PaaY se organizaría en su estructura 
naria como un homotrímero en donde la α–hélice C-terminal de un monómero 
cciona con las láminas β del monómero adyacente. Entre cada una de las subunidades 
motrímero se localizarían los centros catalíticos de acuerdo con lo observado en las 
turas tridimensionales ya conocidas que presentan la repetición de hexapéptidos (Fig 
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4.3.10.
 
propue
analític
equilib
µM, 1
experim
para ca
Dado q
su form
este res AFigura 70.- A) Modelo del trímero de PaaY. 
ente. La representación del trímero se ha realizad
do en la proteína Cam. B) Estructura tridimension
ophila. Se representa por una esfera de color ro
nidades coordinado por tres histidinas pertenecientes
pertenecientes a un monómero e His-117 pertenecien
 Determinación de la estructura 
ultracentrifugación analítica. 
Para comprobar si PaaY presenta una 
sto anteriormente (apartado 4.3.9.), se recu
a. Con la proteína PaaY purificada se
rio de sedimentación utilizando diferentes c
1,7 µM y 5,9 µM). En la Fig. 71 se mues
entos realizados. El valor medio obtenido 
da concentración de proteína a la que se r
ue el peso molecular teórico de la proteína 
a activa es trimérica en todo el rango de 
ultado concuerda con el modelo propuesto. 
 
 
114 BCada subunidad se representa de un color 
o utilizando el programa Raswin. Modelo 
al de la proteína Cam de Methanosarcina 
sa el Zn2+ presente entre cada una de las 
 a dos monómeeros diferentes: His-81 e His-
te a un segundo monómero. 
cuaternaria de PaaY mediante 
estructura trimérica, según el modelo 
rrió a la técnica de ultracentrifugación 
 realizaron distintos experimentos de 
oncentraciones de proteína (47 µM, 23,5 
tra el resultado obtenido en uno de los 
a partir del peso molecular determinado 
ealizaron los ensayos fue de 62192 Da. 
es de 21439 Da, se deduce que PaaY en 
concentraciones estudiado. Por lo tanto, 
Resultados 
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Figura 71.- Experimento de equilibrio de sedimentación con la proteína. La concentración de 
proteína es de 47 µM. Los símbolos representan los datos experimentales obtenidos a 12000 rpm, 20 ºC y 
equilibrados en tampón Tris-HCl pH 8, 25 mM, NaCl 100 mM. La línea continua de color azul representa el 
mejor ajuste de los datos al gradiente en el equilibrio de sedimentación de una especia única (Mw=63740).  
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5. DISCUSIÓN. 
 
5.1. Caracterización genética de la PA-CoA oxigenasa que cataliza la segunda etapa 
en la degradación aeróbica de PA. 
 
El análisis de comparación de secuencias de los productos de los genes paaABCDE, 
permitió sugerir que PaaACD podría constituir el componente oxigenasa de una oxigenasa 
multicomponente de PA-CoA, siendo PaaB la proteína efectora y PaaE la reductasa que 
media la transferencia de electrones desde el NAD(P)H al componente oxigenasa. Esta 
oxigenasa sería responsable del segundo paso enzimático en el catabolismo del PA en E. 
coli (Ferrández et al., 1998). 
Mediante los experimentos in vivo realizados en este trabajo se ha demostrado que 
las cinco proteínas, PaaABCDE, son necesarias para llevar a cabo la etapa de hidroxilación 
del anillo aromático. La expresión simultánea de los genes paaABCDE en E. coli W14 
junto con el gen paaK que codifica la PA-CoA ligasa, permite la transformación del PA en 
2HPA, que se secreta y acumula en el medio de cultivo. Sin embargo, se sabe que el 2HPA 
no es un intermediario de la ruta paa sino un producto lateral de la misma y que, por lo 
tanto, no puede ser metabolizado por E. coli (Ferrández et al., 1998). Este producto se 
genera probablemente a través de un proceso mixto enzimático y espontáneo a partir del 
verdadero intermediario (Ferrández et al., 1998, Ismail et al., 2003). En cualquier caso, 
aunque el 2HPA no sea el producto primario de la hidroxilación del PA-CoA por la 
oxigenasa, se puede utilizar para monitorizar la oxigenación del anillo aromático y 
estudiar, desde un punto de vista genético la oxigenasa multicomponente. Así se ha 
comprobado que cuando se deleciona de forma independiente cualquiera de los genes 
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paaABCD, se pierde la capacidad de transformar el PA en 2HPA (Tabla 8), lo que 
demuestra que estas cuatro proteínas son necesarias para la actividad del complejo 
enzimático que hidroxila PA-CoA. Es interesante señalar que la proteína PaaC parece 
necesitar ser co-expresada con la proteína PaaB. La imposibilidad de complementar un 
mutante en el gen paaB con dicho gen expresado en trans parece ser debida a que en este 
mutante el gen paaC no se expresa adecuadamente y se necesita un acoplamiento con la 
expresión del gen paaB.  
Se ha sugerido (Ismail et al., 2003) que el PA-CoA en E. coli es atacado por una 
fenilacetil-CoA (di)oxigenasa/reductasa añadiendo oxígeno molecular y reduciendo el 
intermediario posiblemente a un derivado cis-dihidrodiol del PA-CoA (Fig. 6). Sin 
embargo, el único compuesto aromático que nosotros hemos detectado en el medio de 
cultivo debido a la transformación del PA-CoA por el producto de los genes paaABCDE ha 
sido 2HPA. Esta propuesta encaja perfectamente con la presencia del 2HPA en el medio de 
cultivo, ya que es fácilmente asumible que el derivado dihidrodiólico pueda evolucionar 
espontáneamente hacia el 2HPA-CoA y que luego este compuesto pueda ser hidrolizado a 
2HPA por alguna de las esterasas de CoA inespecíficas ya descritas en E. coli 
(Narasimham et al., 1986; Cho y Cronan, 1993).  
Curiosamente cuando se deleciona el gen paaE se sigue detectando capacidad de 
hidroxilación, aunque hay que señalar que esta capacidad es mucho más baja que la que se 
detecta en presencia de este gen (Tabla 8). Este resultado pone de manifiesto que 
posiblemente la función de la proteína PaaE pueda ser sustituida, en parte, por otra 
actividad del huésped que se encargue de la transferencia de electrones al componente 
oxigenasa. La presencia de PaaE sería necesaria para que se produzca una hidroxilación 
efectiva del PA-CoA.  
El producto del gen paaE tiene similitud con las reductasas de Clase I. Estas 
enzimas son miembros de la familia ferredoxin-NADP+ reductasas (FNR) y contienen un 
dominio de tipo FNR que consiste en una región de unión al FMN(FAD) y otra al NAD(P) 
(Pikus et al., 1996). Otros miembros de esta familia son las reductasas que intervienen en 
la degradación de metano, alquenos, fenol y tolueno (Pikus et al., 1996). En el caso de la 
tolueno/o-xileno monooxigenasa de Pseudomonas stutzeri OX1 (Bertoni et al., 1998) la 
mutación en dos de sus componentes, TouC y TouF, tampoco implica la pérdida total de la 
capacidad de hidroxilación de diferentes compuestos aromáticos. TouF es una 
oxidorreductasa dependiente de NADH y TouC es una ferredoxina de tipo Rieske, por lo 
que se piensa que su función podría ser parcialmente sustituida por otra proteína de la 
célula.  
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El componente oxigenasa y el componente ferredoxina de la antranilato 1,2-
dioxigenasa de Burkholderia cepacia DBO1, una dioxigenasa de clase IIB, es capaz de 
transformar antranilato en catecol cuando E. coli expresa estos componentes, en ausencia 
de su correspondiente componente reductasa, sin embargo la actividad dioxigenasa de este 
complejo se reduce. En este caso la importancia del componente reductasa en la 
transformación se ha demostrado, ya que la disrupción de este gen en B. Cepacia DBO1 
implica la pérdida de capacidad de crecimiento en antranilato (Chan et al., 2003) como 
ocurre también en el caso del gen paaE en E. coli W. También se han descrito oxigenasas 
que no están físicamente asociadas con componentes de transferencia de electrones y son 
capaces de ser activas en otros organismos utilizando los componentes de la célula 
receptora (Chang et al, 2003). Los genes ohbAB de Pseudomonas aeruginosa 142 no están 
físicamente asociados con componentes de transferencia de electrones pero este 
componente oxigenasa tiene actividad en células de E. coli y Pseudomonas (Tsoi et al, 
1999). 
Los genes paaABCD se han identificado en todas las bacterias que poseen el cluster 
paa, mostrando una media de aproximadamente un 62% de identidad de aminoácidos. Sin 
embargo, el gen paaE, que codifica la posible reductasa, con un dominio adicional de tipo 
ferredoxina, no se encuentra adyacente a los genes paaABCD en todas las especies en las 
que se ha identificado un cluster paa (Fig. 72). Fuera del grupo de las protobacterias, como 
es el caso de Bacillus halodurans y Deinococcus radiodurans, existe un equivalente al gen 
paaE pero que no codifica un dominio C-terminal de tipo ferredoxina (Mohamed et al., 
2002) y no está ligado a los genes paaABCDE  (Fig.72).  
El hecho de que la organización paaABCD se conserve en las bacterias que poseen 
la ruta de degradación del PA, está de acuerdo con la participación de sus correspondientes 
productos en un sistema enzimático común para el catabolismo de este compuesto 
aromático. Además, el hecho de que el gen paaE no se encuentre en todos los casos junto 
al resto de genes que codifican el complejo sugiere la posibilidad de que en la evolución 
del cluster paa, la adquisición del gen paaE ha facilitado la expresión coordinada de los 
cinco genes que codifican el complejo de oxigenación y por lo tanto la transferencia de 
electrones al componente oxigenasa. En este sentido organismos considerados 
filogenéticamente más primitivos, tales como los del grupo Deinococcus y Bacillus no 
presentan todavía el gen paaE asociado a los genes paaABCD y dicho gen podría codificar 
una reductasa con una función más general en la célula, lo que explicaría su menor grado 
de identidad con los genes paaE especializados de otros clusters paa (Tabla 20). 
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Tabla 20.- Similitud de secuencia de la proteína PaaE de E. coli con sus ortólogos de 
diferentes organismos. 
Organismo Id % Nº Acceso 
Escherichia coli K12 100 NP 415910 
Pseudomonas putida KT2440 48 NP 745417 
Azoarcus evansii 48 X77679 
Rhodopseudomonas palustris CGA009 46 NP 949101 
Burkholderia pseudomallei K96243  46 YP 109828 
Burkholderia mallei ATCC 23344 46 YP 109828 
Azoarcus sp. EbN1 45 YP 160277 
Burkholderia  cepacia R18194 45 ZP 00211400 
Burkholderia fungorum LB400 44 ZP 00278889 
Bordetella parapertussis 12822  44 NP 883953 
Bordetella bronchiseptica RB50 44 NP 889964 
Sinorhizobium meliloti 1021 42 NP 438095 
Streptomyces coelicolor A3(2) 40 NP 631522 
Deinococcus Radiodurans 31 NP 285566 
Bacillus halodurans C-125 26 NP 241924 
 
 
 
En cuanto a la estructura de otras proteínas del complejo oxigenasa hay que señalar 
que la estructura primaria de la proteína PaaA (309 aa) muestra dos repeticiones de 
residuos EXXH separados aproximadamente 90 aminoácidos (Fig. 73), similares a los que 
están implicados en la coordinación de los centros de hierro binucleares de la subunidad α 
de las monooxigenasas (Byrne et al., 1995) que intervienen en la degradación de metano, 
fenol o tolueno (Pikus et al., 1996), a pesar de que no existe identidad de secuencia global 
entre ellas. Estas repeticiones también aparecen en el componente BoxB de la dioxigenasa 
(BoxAB) de la ruta aeróbica de benzoil-CoA en A. evansii. Con excepción de este motivo, 
como ocurre también en el caso de PaaA, esta proteína no presenta similitud significativa 
con otras oxigenasas (Zaar et al., 2004). La mayor similitud del gen boxB se observa con 
un gen que codifica un posible componente oxigenasa implicado en la degradación de PA 
en S. solfataricus. Zaar et al. (2004) han propuesto que BoxB constituye una nueva familia 
de oxigenasas. Del mismo modo la oxigenasa de PA-CoA podría constituir también una 
nueva familia implicada en la ruta híbrida del PA.  
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Pseudomonas putida
(AF029714, AE015451)paaN paaM paaF paaO paaG paaH paaIpaaA paaB paaC paaP paaD paaE
paaLpaaJ paaK
Sinorhizobium meliloti
(AL591688)
paaZpaaA paaB paaC paaD paaE paaG paaHpaaIpaaX
Escherichia 
coli
(U0096, X97452)paaZ paaA paaB paaC paaD paaE paaF paaG paaH paaI paaJ paaK paaX paaY
Klebsiella
pneumoniae 
(Base de datos ERGO)paaZ aaA paaB paaC paaD paaE paaF paaG paaH paaI paaJ paaK paaX paaY
Burkholderia sp.
(BX571965, CP000011)paaZ paaA paaB paaC paaD paaEpaaF paaG hyppaaIpaaJ paaKpaaY
Bordetella sp.
(BX470250, BX470249, BX470248)
tnp
paaZpaaA paaB paaC paaD paaE paaG paaI paaKpaaXpaaY
Rhodopseudomonas Palustris
(BX571963)
paaA paaB paaC paaD paaEpaaRpaaZ paaI paaK paaY
Bacillus 
Halodurans
(BA000004)paaZpaaA paaB paaC paaD paaEpaaF paaG paaH paaJpaaKpaaX paaYpaaI
Deinococcus radiodurans 
(AE000513)paaZpaaA paaB paaC paaD paaEhyppaaIpaaY paaK pac
Cromosoma I Cromosoma II
Pseudomonas sp.Y2 
(AJ000330)
paaN paaM paaG paaH paaI
paaJ paaK
paaA paaB paaC paaD paaE paaF
paaNpaaL
paaF2 paaN2
Azoarcus sp. 
(AF176259, CR555306)
paaY paaZ paaG paaH paaI paaK paaA paaB paaC paaD paaE paaR
Ralstonia Metallidurans
(AL646052)paaA paaB paaC paaD paaEpaaI hyppaaK paaRpaaY paaGpaaFpaaH
Figura 72.- Comparación del ordenamiento genético del cluster de genes implicado en el 
catabolismo del PA en diferentes bacterias. Las flechas indican la dirección de transcripción de 
los genes. Los genes se representan por rectángulos de diferentes colores: rojo (genes reguladores de 
tipo PaaX), amarillo (genes reguladores de tipo PaaR), azul oscuro (genes transportadores), azul 
claro (gen que codifica la fenilacetil CoA- ligasa), verde (genes responsables de la hidroxilación del 
anillo aromático), marrón y rosa (genes responsables de la ruptura del anillo y posterior  
degradación), punteado (gen paaY). Los genes homólogos se encuentran representados con el mismo 
color. Los genes no adyacentes en el genoma están separados por líneas paralelas. pac, gen que 
codifica la penicilina G acilasa. hyp, gen que codifica una proteína hipotética. tnp gen que codifica 
una transposasa. E. coli (K12 y W). P. putida (U y KT2440). Burkholderia sp. (B. pseudomallei 
K96243m y B. mallei LB400) y Bordetella sp. (B. bronchiseptica RB50, B. parapertussis 12822, y 
B. pertussis Tohama 1), Azoarcus (A. evansii y Azoarcus sp. EbN1). Entre paréntesis Nº acceso. 
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GWLVDGAAIVNQVALCRTSYGPYARAMVKICKEESFHQRQGFEACMALAQGSEAQKQMLQDAINRFWW
PALMMFGPNDDNSPNSARSLAWKIKRFTNDELRQRFVDNTVPQVEMLGMTVPDPDLHFDTESGHYRFG
Consenso
100
235
D---X(27)--- EESFH
E---X (28)---TESGH
(D/E)---X (27-28)---XESXH
 
Figura 73.- Secuencia consenso y posición de los motivos EXXH en PaaA. Los dos motivos 
conservados en PaaA se indican subrayados y en negrita, las secuencia consenso se indica recuadrada. 
 
 
Los intentos para ensayar la actividad reductasa de PaaE in vitro utilizando 
extractos crudos, así como los intentos para detectar actividad oxigenasa ensayando in 
vitro el complejo completo, PaaABCDE, no han tenido éxito (apartado 4.1.1.1). En este 
sentido, hay que señalar que hasta la fecha nadie ha sido capaz de ensayar esta oxigenasa 
in vitro, a pesar de que también se ha intentado con la enzima homóloga de A. evansii 
(Mohamed et al, 2002). 
A diferencia de los resultados obtenidos con la oxigenasa de PA-CoA, hay 
monooxigenasas multicomponente caracterizadas, como las fenol hidroxilasas de 
Pseudomonas sp. CF600 (Powlowski y Shingler, 1990) y Acinetobacter radioresistens 
(Pessione et al., 1999; Divari et al., 2003) para las que se ha detectado actividad oxigenasa 
suplementando los extractos crudos con Fe2+ y NAD(P)H. Además, el componente 
reductasa de estas oxigenasas es capaz de transferir electrones del NADH a aceptores 
artificiales como el citocromo c, tanto utilizando extractos que expresan esta proteína como 
cuando se realiza el ensayo con la proteína purificada. Estos componentes reductasa 
contienen FAD y un centro [2Fe-2S] como grupos prostéticos, como los que se hipotetiza 
poseería la proteína PaaE (Ferrández et al., 1998). Los componentes reductasa de la 
benzoato-1,2-dioxigenasa, la ftalato dioxigenasa o la 4-cloro fenilacetato 3,4 dioxigenasa 
también reducen citocromo c directamente en presencia de NADH (Mason y Cammack, 
1992).  
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Otro resultado que se desprende de estos experimentos de caracterización de la 
oxigenasa es que el complejo de hidroxilación PaaABCDE y la PA-CoA ligasa son 
capaces de reconocer el derivado fluorado de PA, 3FPA, e hidroxilar cada una de las 
posiciones adyacentes al C1 del anillo (Fig 26). Este resultado implica que: i) el 3FPA es 
capaz de inducir la ruta y, ii) el 3FPA es un sustrato al menos para el primer y segundo 
paso de la ruta de la degradación de PA en E. coli W.  
Hay que señalar que el 3FPA se utilizó para obtener el primer mutante de E. coli en 
la ruta paa, mutante que luego sirvió para clonar e identificar esta ruta (Ferrández et al., 
1997b). El 3FPA es aparentemente tóxico para las cepas que poseen la ruta paa y por lo 
tanto sólo las bacterias carentes de la ruta (mutantes paa) pueden crecer en medios que 
contengan este compuesto. Se asumía que la toxicidad del 3FPA estaba mediada por su 
metabolización a través de la ruta paa, pero esto no se había demostrado. Nuestros 
resultados demuestran que el 3FPA se metaboliza por la ruta pero, sin embargo, los 
compuestos hidroxilados formados no parecen ser tóxicos para la célula ya que las células 
que producen PaaABCDE y PaaK son capaces de crecer en presencia de 3FPA. Por lo 
tanto, se puede concluir que la toxicidad del 3FPA se debe a la formación de algún 
compuesto tóxico en etapas posteriores a la hidroxilación del derivado fluorado. No se 
conoce en este caso cuál es el compuesto tóxico que provoca el colapso metabólico, pero 
se sabe que derivados fluorados del piruvato y de otros intermediarios del ciclo de Krebs, 
como los del α-cetoglutarato, inhiben determinadas actividades enzimáticas (Steginsky et 
al., 1985; Flournoy y Frey, 1989). 
Hasta el momento se han descrito pocas oxigenasas que utilicen como sustratos 
compuestos aromáticos derivados de CoA (Buder y Fuchs, 1989; Langkau et al., 1990; 
Langkau et al., 1995; Altenschmidt et al., 1993; Niemetz et al., 1995; Mohamed et al., 
2001; Schuhle et al., 2001). Así , como se ha indicaba más arriba, en A. evansii el benzoil-
CoA se hidroxila formando un dihidrodiol por una benzoil-CoA dioxigenasa de dos 
componentes codificada por los genes boxA y boxB (Zaar et al., 2001; Gescher et al., 2002; 
Zaar et al., 2004). También en A. evansii una flavoproteína, la proteína homodimérica 2-
aminobenzoil CoA monooxigenasa/reductasa, está implicada en el metabolismo aeróbico 
del ácido 2-aminobenzoico a través de la hidroxilación y la posterior reducción del 
aminobenzoil-CoA para formar un derivado de CoA no aromático (Hartmann et al., 1999; 
Schuhle et al., 2001). A diferencia de las dos anteriores enzimas la hidroxilasa que actúa 
sobre el PA-CoA en la degradación aeróbica del PA es un sistema constituido por más de 
dos componentes. 
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Como conclusión de estos estudios se puede decir que el trabajo que se presenta 
demuestra experimentalmente que la hidroxilasa de PA-CoA es, en efecto, una enzima 
multicomponente dependiente de oxígeno compuesta por cinco subunidades diferentes. Sin 
embargo, es evidente que aún queda mucho trabajo por hacer, ya que la caracterización 
detallada de las funciones de cada una de las subunidades y la caracterización precisa del 
producto de reacción requieren un mayor esfuerzo de investigación y fundamentalmente 
del desarrollo de un sistema de valoración in vitro de la enzima. 
 
 
 
5.2. Regulación del gen paaX. Mecanismo de represión de los genes paa mediado por 
la proteína PaaX.  
 
En este trabajo se han utilizado técnicas genéticas y bioquímicas para estudiar la 
regulación del operón paaXY. Ya se había demostrado anteriormente que la proteína PaaX 
se comporta como un represor transcripcional de los promotores Pa y Pz (Ferrández et al., 
2000). Aquí mediante un análisis genético basado en fusiones traduccionales al gen lacZ se 
ha comprobado que PaaX actúa también como represor de su propia expresión. Los 
resultados de los ensayos de retardo en gel indican que PaaX se une específicamente a su 
promotor Px, y que existe un único sitio de unión para este represor en la secuencia 
promotora analizada (Figs. 30 y 35). 
El extremo N-terminal de PaaX, se ajusta bastante bien al motivo consenso descrito 
para proteínas pertenecientes a la familia de reguladores GntR (Fig. 74), que se encuentra 
representada por el represor GntR implicado en la regulación del operón para el 
catabolismo del gluconato en Bacillus subtilis y E. coli (Yoshida et al., 1993; Tong et al., 
1996). En la región N-terminal de la proteína PaaX, el programa SMART 3.4 para la 
búsqueda de dominios conservados (http://smart.embl-heidelberg.de/) detecta un domino 
HTH de interacción con DNA similar al descrito  para miembros de la familia de 
reguladores GntR de tipo hélice-giro-hélice alado (wHTH) (Aravind et al., 2005). 
Concretamente, el dominio HTH de la proteína PaaX muestra el mayor parecido con el 
domino HTH de la subfamilia FadR que se engloba dentro de la familia de reguladores 
transcripcionales de tipo GntR (Rigali et al., 2002 ) (Fig. 74). Por otra parte, la secuencia 
de aminoácidos de la región C-terminal está menos conservada entre las proteínas que 
pertenecen a la familia GntR y en el caso de PaaX no muestra similitud con ningún 
miembro conocido de esta familia. Actualmente en la base de datos Pfam, PaaX no se 
encuentra dentro de la familia de reguladores de GntR sino que se agrupa de forma 
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independiente con un conjunto de proteínas similares al producto del gen paaX de E. coli, 
y que comprende por el momento 28 proteínas de diferentes organismos. Algunas de estas 
proteínas se alinean en la Fig. 75 junto con la proteína PaaX de E. coli, y posiblemente 
están implicadas en la regulación del metabolismo del PA. Estas proteínas podrían 
constituir también una nueva subfamilia de reguladores transcripcionales dentro de la 
familia GntR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               81
PaaX  MSKLVTFIQHAVPVSGTSLISSLYGDSLSHR  GGEIWLGSLAA    LLEGLGFGERFVRTALFRLNKEGWLDVSRIGRRSFYSLS  
               73
FadR               VIKAQSPAGFAEEYIIESIWNNRFPPGTILPAERELSELIGVTRTTLREVLQRLARDGWL.TIQHGKPTKVNNF  
               77
PdhR           MAYSKIRQPKLSDVIEQQLEFLILEGTLRPGEKLPPERELAKQFDVSRPSLREAIQRLEAKGLL.LRRQGGGTFVQSL  
               74
LldR              MIVLPRRLSDEVADRVRALIDEKNLEAGMKLPAERQLAMQLGVSRNSLREALAKLVSEGVL.LSRRGGGTFIRWR  
               81
AphS       MPEAESSGGEASRTLTEQTYARLRTDIVEGRLLPGSKL RIEHLRQAYEVGAGTLREALTRLVSDALVTTEGQRGFRVSTTA  
               84
GntR   MLDSKDLLYPAKWLSKASTGVRVAYELRMRIVSGLIESGTIL SENTIAAEFSVSRSPVREALKILASEKII.RLERMGAVVIGLT  
 
Consenso                         l   !! g ! pG +l  er la  !gvSr  vREAL  L   g l     g    
 β2 β1 α3α2α1 
 
Figura 74.- Comparación del motivo HTH de unión a DNA en la familia GntR de 
reguladores transcripcionales. Se indican los aminoácidos conservados: en azul, aminoácidos 
hidrofóbicos (A, V, L, I, M); en verde, aminoácidos con grupos hidroxilo y amino (S, T, N, Q); en 
naranja, glicina (G); en rojo, aminoácidos con carga (D, E, R, K). La secuencia consenso de la parte 
inferior ha sido descrita en Rigali et al., (2002) con los diferentes miembros de la subfamilia FadR de 
GntR. Un 80% de consenso se representa con letras mayúsculas y el 40% con letras minúsculas. Los 
símbolos utilizados son los siguientes: !, residuo hidrofóbico (ILVAMFYW); + residuo cargado 
positivamente (RKH). Los reguladores comparados y el número de acceso en la base de datos Swiss-
Prot son los siguientes: PaaX, represor implicado en el metabolismo del PA (P76086); FadR, 
regulador del metabolismo de los ácidos grasos (P09371), PdhR, represor del complejo piruvato 
deshidrogenasa (P06957); LldR, represor de la lactato deshidrogenasa (P33233); Aphs, regulador 
implicado en el metabolismo del fenol (Q9RHW8); GntR, represor implicado en el metabolismo del 
gluconato (P10585). PaaX, FadR, PdhR y LldR, proteínas de E. coli; GntR de B. subtilis y AphS de 
Comamonas testosteroni TA441. Los aminoácidos subrayados corresponden a la estructura 
secundaria que se presenta en la parte inferior de la figura (derivada de la estructura de FadR). 
 
 
 
 
 
 
 
 
124 
Discusión 
B. pertussis          RAKSLCVSLLGDALAPHGGAIWLGDLIELLAPIGINERLLRTSVFRLVAQGWLQSERHGR.RSLYLLSEHGLRHTAHASQ 
B. bronchiseptica     RAKSLCVSLLGDALAPHGGAIWLGDLIELLAPIGINERLLRTSVFRLVAQGWLQSERHGR.RSLYLLSEHGLRHTAHASQ 
B. parapertussis      RAKSLCVSLLGDALAPHGGAIWLGDLIELLAPIGINERLLRTSVFRLVAQGWLQSERHGR.RSLYLLSEHGLRHTAHASQ 
P. sp Y2              RASSLIITFYGDAIEPHGGTVWLGSLIQLLEPMGINERLIRTSIFRLTKEGWLSAEKVGR.RSYYSLTGTGRRRFEKAFK 
P. putida KT2440      RASSLIITLYGDAIEPHGGTVWLGSLINLLEPIGINERLIRTSIFRLTKEGWLTAEKVGR.RSYYSLTGTGRRRFEKAFK 
P. putida U           RASSLIITLYGDAIEPHGGTVWLGSLINLLEPIGINERLIRTSIFRLTKEGWLTAEKVGR.RSYYSLTGTGRRRFEKAFK 
A. evansii            RANSLIITVYGDFIAPHGGTVWLGSFIRLVEPLGLNERMVRTSVYRLSQDNWLESEQIGR.KSYYSLTASGRRRFEHAYR 
A. sp EbN1            RANSLIITIYGDFIAPHGGTVWLGSFIRLVEPLGLNERMVRTSVYRLSQDKWLVSEQIGR.KSYYSLTASGRRRFEHAYR 
E. coli               SGTSLISSLYGDSLSHRGGEIWLGSLAALLEGLGFGERFVRTALFRLNKEGWLDVSRIGR.RSFYSLSDKGLRLTRRAES  
R. meliloti           RAASFIVTIYGDVVEPRGGAIWIGNLIEICAGVGISETLVRTAVSRLVAAGQLAGEREGR.RSFYRLTDAARAEFAAAAR 
B. halodurans         NTRSMIFTLYGDYIRHYGNVIWIGSLIRFLQEFGHNEQSVRAAVSRMSKQGWIQSEKKGN.KSYYSLTDQGRKRMAEAAQ 
G. kaustophilus       NTRSMIFTIYGDYIRHYGGEIWIGSLIRLLREFGHNDQAVRAAVSRMSKQGWIRAEKRGN.KSYYSLTERGVKRMEEAAR   
S. solfataricus       KIQSLFFTLYGDYIKDAGGTISSKSLIIILKEFGFSEGAIRAGLHRMKKAGLIVSERGKDKKIRYKLSEKGLLRLLEGTR  
T. thermophilus HB27  RARSTIFTLFVEYVYPERAA-RVRDLVAMMAALGFSEMAVRAALSRSAKRGWVVPKREGR.AAYYALSDRVYWQVRQVRR  
N. farcinica          RLAQFIITIFGLCARAEGNWLSVASVVALMADLGAEGQAVRSSISRLKRRGVLVSERHGG.AAGYSLAPQTLEVIAEGDI  
M. tuberculosis       TARSVVLSVL---LGAHPAWATASELIQLTADFGIKETTLRVALTRMVGAGDLVRSADG-.---YRLSDRLLARQRRQDE  
S. coelicolor         SARSVILSLL---LGTHPPELPARDLVRLVAGFDVGASTARAALSRMAAAGDLRRTDTG-.---YRLSERLLERQRRQDE 
 
B. pertussis          RIYDGPARAWNGEWTLVALP.RAGNNgLAERGELRRELLWEGFGMVAPGLFAHPQTEARAAHDILEKLGIPDKALVLSAR 
B. bronchiseptica     RIYDGPARAWNGEWTLVALP.RAGNNgLAERGELRRELLWEGFGMVAPGLFAHPQTEARAAHDILEKLGIPDKALVLSAR 
B. parapertussis      RIYDGPARAWNGEWTLVALP.RAGNNgLAERGELRRELLWEGFGMVAPGLFAHPQTEARAAHDILEKLGIPDKALVLSAR  
P. sp Y2              RVYSSSLPAWDGSWCLALLS.QLPQD.--KRKQVREELEWQGFGAISPVVLACPRCDRVDVAATLQDLDALEDTILFDTY 
P. putida KT2440      RVYSPSQPAWDGAWTLVLLS.QLEAG.--KRKAVREELEWQGFGVMAPNLLGCPRADRADLVATLHDLEAGDDSIVFETH 
P. putida U           RVYSPSQPAWDGAWTLVLLS.QLEAG.--KRKALREELEWQGFGVMAPNLLGCPRADRADLTATLRDLEASDDSIVFETH 
A. evansii            RIYDTPQDTWNGEWQLVVLP.STLGS.-PERDTLRKELSWAGYGNVAPGVMGHPSPDTETLQEILQDTGTQDKVVPMQAS 
A. sp EbN1            RIYDARQLPWNGEWQLVILP.STLPA.-PQRDALRKELSWAGYGTIAPCVLAHPSADTETLLEILQETGTHDKVVPMTAH 
E. coli               KIYRAEQPAWDGKWLLLLSE.GLDKS.--TLADVKKQLIWQGFGALAPSLMASPSQKLADVQTLLHEAGVADNVICFEAQ  
R. meliloti           VIF---GPPEEASWHFVQLM.GSSAE.-----ERMQMLERSGHARLGPRLAVGVRPFPSAIMP------------AVVFR 
B. halodurans         RIYKLEAPSWDEKWRLLIYS.IPEEK.RSLRDELRKELVWSGFGLLANSCWITPNPLEEQVETLIEKYEISP---YVHFF 
G. kaustophilus       RIYKTRPEHWDGKWRILIYT.IPEDK.RHLRDELRKELVWSGFGTISNSCWISPNNLEQQVYDLIDKYDIRP---YVDFF  
S. solfataricus       RVYEKTRRRWDGKWRIVVYN.IPENN.REVRDRLRRELKWLGFGMLAQSTWISPNPIEDTLRKFINDLYNSTNSVKVDIF  
T. thermophilus HB27  RLY-GSLPPWDGRFLLVLPE.GPKDR.-GERERFRREMALLGYGGLQSGVYLGVGADLEATRELLGFYGLSATCFQGELL    
N. farcinica          RIFHRTRATEDDGWVVVVFS.VPETE.REKRHSLRTTLTRLGFGTAAPGVWVAPGNLVRETEQTLQRRGLSS---YVDLF   
M. tuberculosis       AMR-PRTRAWHGNWHMLIVT.SIGTD.ARTRAALRTCMHHKRFGELREGVWMRPDNLDLDLESDVA-----------ARV  
S. coelicolor         ALR-PHTRAWDGDWETLVIT.ATGRD.PAARAELRTRLAALRLAELREGVWLRPANLDRPLPTDLGR----------VAE 
 
B. pertussis          DQAGAGGLPIASLAGQCWNLDEVADQYRLFSRNFGPVEKLL--...DPPPTPAQAFAVRVLLLHNWQRIVLHDPQLPTPM 
B. bronchiseptica     DLAGAGGLPIASLAGQCWNLDEVADQYRLFSRNFGPVEKLL--...DPPPTPAQAFAVRVLLLHNWRRIVLHDPQLPTPM 
B. parapertussis      DLAGAGGLPIASLAGQCWNLDEVADQYRLFSRNFGPVEKLL--...DPPPPPAQAFAVRVLLLHNWRRIVLHDPQLPPPM 
P. sp Y2              AQDVLASKALRMQVRESWKIDELASHYSEFIQLFRPLWQALRE...KDSLQPADCFLARILLIHEYRKLLLRDPQLPDEL 
P. putida KT2440      TQEVLASKAMRAQVRESWRIDELGQQYSEFIQLFRPLWQGLKE...QPLLDAQDCFLARTLLIHEYRRLLLRDPQLPDEL 
P. putida U           TQEVLASKAMRAQVRESWRIDELGQQYSEFIQLFRPLWQSLKE...QQLLDAQDCFLARTLLIHEYRRLLLRDPQLPDEL 
A. evansii            TIGALSTKPLQDLARECWNLDAIEATYSEF-------------...---------------------------------- 
A. sp EbN1            NLGALSNRPLQDLARECWNLEAIGATYREFADRLRPVLRALRT...ARDLDPEQCFLVQTLTMHDFRRALLHDPLLPDQL 
E. coli               IPLALSRAALRARVEECWHLTEQNAMYETFIQSFRPLVPLLKE..aADELTPERAFHIQLLLIHFYRRVVLKDPLLPEEL  
R. meliloti           AEPAQGASELKAFASGCWDLGPHAQAYRRFLACFGKLAVLPDT...ARAIAPAECLSARLLMVHQFRFVTLREPRLPAEI 
B. halodurans         CADYRGMGEPKTLIEKCWDLDEINEKYLAFIQKYSQKYVIDKNKIEKGEMSDGACFVERTLLVHEYRKFLFIDPGLPQEL 
G. kaustophilus       LAEYDGPHTNKQLVEKCWNLEEINQKYEQFIAVYSQKYVIDKHKIERGEMSDAECFVERTKLVHEYRKFLFIDPGLPEEL  
S. solfataricus       VADYLD--QPNHLVERCWNLVEVEQAYKSFLEEWSPMLKK---...VNSMKSNEAFVTRIELVHEYRKFLNIDPDLPEDL  
T. thermophilus HB27  --------GGKEEVLRAFPLEEAKAGYGRLSALLG--------...QSPEDPVEAFRHLTRLVHEARKLLFLDPGLPQEL   
N. farcinica          RGRHLGFGDPREKVTTWWDLDELTALYTEFLQQYRPVLYRV-T...SETVTAREAFQLYVPMLTQWRRLPYRDPGIPLSL  
M. tuberculosis       RMLTARDEAPADLAGQLWDLSGWTEAGHRLLGDM---------...AAATDMPGRFVVAAAMVRH----LLTDPMLPAEL  
S. coelicolor         RLVSRPGSPAVELAARLWPLVDWADTARALLVHV---------...DRARRPAGLLTAFAAVVRH----LLADPVLPPEL 
 
B. pertussis          EPDGWPGNAAR.ALCRRIYWQVFDASER.HLDAV 
B. bronchiseptica     EPDGWPGNAAR.ALCRRIYWQVFDASER.HLDAV 
B. parapertussis      EPDGWPGNAAR.ALCRRIYWQVFDASER.HLDAV 
P. sp Y2              LPGDWEGRAAR.QLCRNIYRLIHGAAEQ.WLEAA  
P. putida KT2440      LPGDWEGRAAR.QLCRNLYRLVFAKAEE.WLNAA 
P. putida U           LPGDWEGRAAR.QLCRNLYRLVFAKAEE.WLNAA 
A. evansii            -----------.----------------.----- 
A. sp EbN1            MPVDWSGAVAR.EVCRDIYRITYRLAQQ.HLMAT 
E. coli               LPAHWAGHTAR.QLCINIYQRVAPAALA.FVSEK 
R. meliloti           LPADWPGDEAR.RLFARLYRSLSPQADL.HVARN 
B. halodurans         LPEKWLGDSAA.HLFADYYRTLAEPARR.FFESV 
G. kaustophilus       LPNEWMGSHAA.ALFNDYYQQLAAPASR.FFEAV  
S. solfataricus       LPQNWIGYKAY.DLFMKLREELTPKANE.FFYKV  
T. thermophilus HB27  LGPDFPGPKVR.RLFLSAREELRARAAP.FLKDL  
N. farcinica          LPPAWQGEAAG.TLFDQLNEVLNPLAHK.HALAV  
M. tuberculosis       LPADWPGAGLR.AAYHDFATAMAKRRDAtQLLEV  
S. coelicolor         LPPDWPGTALR.DAYARYQREQSGQVRA.HGPRT 
Figura 75.- Alineamiento múltiple de distintos mi
reguladores transcripcionales. Los colores empleados para 
corresponden con los utilizados por el programa de alineamie
(G); amarillo: prolina (P); azul: aminoácidos hidrofóbicos (A
con grupos hidroxilo y amino (S, T, N, Q); rojo: aminoácid
histidina (H) y tirosina (Y). A la derecha se indica el número d
125 Bordetella pertussis  (Q7VVH9) 
Bordetella brochiseptica  (Q7WGX5) 
Bordetella parapertussis  (Q7W9T2) 
Pseudomonas sp. Y2  (Q70IN1) 
Pseudomonas putida KT2440  (Q88HR7) 
Pseudomonas putida U  (O84976) 
Azoarcus evansii  (Q8L3B8) 
Azoarcus sp. EbN1  (Q5P0I2) 
Escherichia coli  (P76086) 
Rhizobium meliloti  (Q92TG0) 
Bacillus halodurans  (Q9Z9U6) 
Geobacillus kaustophilus  (Q5KYB7) 
Sulfolobus solfataricum  (Q97YK8) 
Thermus thermophilus HB27  (Q72HH2) 
Nocardia farcinica  (Q5Z0E5) 
Mycobacterium tuberculosis  (O53782) 
Streptomyces coelicolor  (Q9EX15) embros de la subfamilia PaaX de 
indicar los aminoácidos conservados se 
nto múltiple ClustalX. Naranja: glicina 
, V, L, I, M, F, W); verde: aminoácidos 
os con carga (D, E, R, K); azul claro: 
e acceso de las secuencias. 
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Por el momento todos los miembros de la familia GntR que se han descrito en rutas 
de degradación de compuestos aromáticos son represores transcripcionales en ausencia del 
sustrato de la ruta, con la excepción de Orf0 (BphR1) en la ruta de degradación de 
bifenilos, que es un activador transcripcional (Watanabe et al., 2000). En presencia del 
sustrato, la represión desaparece debido a la interacción del regulador con los compuestos 
aromáticos o con alguno de sus metabolitos, lo que se interpreta como una disminución de 
la afinidad del regulador por la región promotora mediada por el inductor (Tropel y van der 
Meer, 2004). Este mismo mecanismo puede explicar el comportamiento de PaaX con el 
promotor Px, ya que el PA-CoA, primer intermediario en la degradación del PA, impide la 
unión de dicho regulador al correspondiente promotor (Fig. 34B). Los experimentos de 
retardo en gel muestran la necesidad de una concentración bastante elevada de PA-CoA 
(superior a 200 µM) para impedir la interacción de la proteína PaaX con Px. Sin embargo, 
el efecto del PA-CoA se ha confirmado también mediante ensayos de protección frente a la 
digestión con DNasaI (Fig. 37B), y en este ensayo el efecto del PA-CoA se observa a una 
concentración mucho más fisiológica (10 veces menor a la descrita par el ensayo de retardo 
en gel). Las razones de esta aparente discrepancia de resultados hay que buscarlas en las 
propias metodologías, ya que en la técnica de retardo en gel las condiciones del ensayo son 
mucho más drásticas y menos fisiológicas, ya que todo el sistema de interacción ligando-
proteína-DNA se somete a una electroforesis que probablemente altera las condiciones de 
unión. Además, no hay que olvidar que los derivados de CoA pueden formar micelas a 
altas concentraciones y que, por lo tanto, dependiendo de la composición del medio del 
ensayo utilizado en cada caso, las concentraciones de PA-CoA libre en dicho ensayo 
pueden ser menores de las que teóricamente se están añadiendo. 
El ensayo de protección frente a la DNasaI en el promotor Px (Fig. 37A) muestra 
que la proteína PaaX protege una región de unos 50 pb que se localiza entre las posiciones 
-16 y +34 respecto al inicio de la transcripción. La región operadora descrita contiene un 
palíndrome de 15 pb. En la Fig. 76 se compara la secuencia de la región operadora del 
promotor Px, con las secuencias de unión a PaaX de los otros dos promotores, Pa y Pz, del 
cluster paa. El palíndrome consenso WWTRTGATTCGYGWT también se ha localizado 
en otros promotores regulados por PaaX, el promotor Ppac del gen pac en E. coli W y 
Kluyvera citrophila (Galán et al., 2004) (Fig. 76).  
Recientemente se ha replanteado el sitio consenso para la unión de la proteína 
PaaX, de tal manera que se postula que esta región consiste en un palíndrome, más o 
menos perfecto, de 6 pares de bases, separado por 26-28 pb (Kim et al., 2004). Esta 
126 
Discusión 
disposición aparece tanto en los promotores de la ruta paa, como en los promotores del gen 
pac de E. coli W y K. citrophila anteriormente citados (Fig 77). 
 
 
 
 
 
 
 
  
         SECUENCIA                        PROMOTOR 
WWTRTGA T TCGYGWT  Pconsenso 
AATGTGA T TCGTGTT  Pa  (+10) 
TTTATGA T TCGCGAT  Pz  (-23) 
GCTATGA T TCATAAA  Px  (-6) 
AAAGCGA T TCGTTTT  Ppac(E. coli) (-118) 
GAAATGA T TCGCTTT  Ppac(K. citrophila) (-71) 
Figura 76.- Alineamiento de las secuencias operadoras de interacción con PaaX en 
diferentes promotores. Pa es el promotor del operón paaABCDEFGHIJK, Pz es el promotor del gen 
paaZ, y Px es el promotor del operón paaXY, todos ellos de la ruta del PA en E. coli W. Ppac es el 
promotor del gen pac de E. coli W o K. citrophila. Los nucleótidos no conservados respecto al sitio 
consenso descrito se señalan en color rojo. Entre paréntesis se indica la posición de la secuencia 
consenso con respecto al inicio de la transcripción de cada uno de los promotores.  
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gTGATTCgtgtttttaattaattcacgaaaactg-GAATCgtaaag  (N=27)      Pa 
aTGATTCgcgatttaactattagcaacagaaatgtGAAaCAtct    (N=28)      Pz 
aTGATTCataaatcacaacaataacaacagact--GAATCgaatg   (N=26)      Px 
gcGATTCgttttagatcacattaatgaaattttt-GtATCAaaaatt (N=27)      Ppac(E. coli) 
aTGATTCgctttggatcacatttagttatttatc-GtATCAataa   (N=27)      Ppac(K.citrophila)
-TGATTC----------------------------GAATCA----   (N=27)      PCONSENSO 
Figura 77.- Región operadora propuesta para la unión de la proteína PaaX en diferentes 
otores según Kim et al. (2004). Secuencias de las regiones operadoras de los promotores Pa, 
x, Ppac. Pa es el promotor del operón paaABCDEFGHIJK, Pz es el promotor del operón paaZ, 
 el promotor del operón paaXY; Ppac es el promotor del gen pac en K. citrophila y en E. coli W. 
cuencia consenso consiste en un palíndrome de 6 pb separado por 26-28 pb.  
a región operadora determinada en el ensayo de protección frente a la DNasaI en 
otor Px (Fig. 37) es una región de unos 50 pb. La secuencia postulada por Kim et 
4) prácticamente abarca toda la región protegida en el ensayo de digestión con 
, mientras que el palíndrome de 15 pb anteriormente propuesto por Ferrández et al. 
se sitúa en un extremo de la zona protegida. 
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En el promotor Ppac de E. coli, se ha demostrado que la sustitución de nucleótidos 
en el palíndrome de 6 pb conlleva a la perdida de unión de la proteína PaaX (Kim et al., 
2004). Los estudios de mutación realizados en los promotores Pa y Pz de la ruta del PA 
(Ferrández et al., 2000) se centraron únicamente en el lado izquierdo de la secuencia 
detallada en la Fig. 77. Por lo tanto para comprobar la importancia de la región operadora 
propuesta por Kim et al. (2004) en los promotores Pa, Pz y Px, sería necesario realizar 
estudios mediante mutaciones a ambos lados de los palíndromes descritos. 
Se ha descrito que las proteínas de la familia GntR se unen al DNA en forma de 
dímeros de tal manera que cada subunidad se une a uno de los motivos repetidos de los 
operadores (Rigali et al., 2002). Sin embargo, hasta el momento no se ha definido una 
secuencia de reconocimiento como la postulada para la proteína PaaX, es decir, un 
palíndrome separado por un número tan alto de nucleótidos, para ninguna de las proteínas 
reguladoras de la familia GntR. Esta observación vuelve a resaltar el hecho de que PaaX 
muy probablemente constituye una subfamilia distinta dentro de la familia GntR. 
Los represores transcripcionales ejercen su efecto represor mediante muy diversos 
mecanismos que parecen adaptarse a las características del promotor. Así, se sabe que la 
represión puede ser provocada por impedimento estérico, cuando el represor se une a las 
regiones necesarias para que la RNAP pueda reconocer al promotor, en algún caso el sitio 
de unión del represor no se superpone al sitio de unión de la RNAP pero impide su 
interacción con proteínas activadoras de la transcripción. La unión de varias moléculas de 
represor puede provocar la curvatura del DNA, impidiendo la unión de la RNAP a la 
región promotora. La RNAP también puede actuar como represor específico formando un 
complejo cerrado estable. En otros casos el represor se une corriente abajo del sitio de 
inicio de la transcripción impidiendo etapas posteriores a la formación del complejo abierto 
(Browning y Busby, 2004; Rojo, 2001). La mayor parte de represores transcripcionales 
ejercen su efecto mediante un mecanismo de unión a la caja operadora del promotor 
regulado (Rojo, 2001). En general, el mecanismo de represión descrito para los reguladores 
implicados en la regulación de compuestos aromáticos de tipo GntR, es el impedimento 
para la unión de la RNA polimerasa y formación del complejo cerrado. Las proteínas del 
tipo GntR se unen o a la propia región promotora o entre los sitios de inicio de 
transcripción y traducción (van der Meer et al., 2004).  
Para investigar el mecanismo de represión de la proteína PaaX sobre los 
promotores Pa, Pz y Px se han llevado a cabo ensayos de retardo en gel. 
Los resultados obtenidos en los ensayos de retardo en gel con el promotor Px 
combinando el represor PaaX y la RNAP, indican que existe una competición entre PaaX y 
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la RNAP por la unión a la zona promotora (Fig. 39). Por consiguiente, el mecanismo de 
represión de PaaX sobre Px responde al modelo clásico de represores transcripcionales que 
ejercen su función mediante la competición con la RNAP por la unión al DNA y entre los 
que se encuentran algunos represores tan paradigmáticos como LacI, λcI, y LexA (Schlax 
et al., 1995; Hawley et al., 1985; Bertrand-Burggraf et al., 1987). Para todos estos 
reguladores sus secuencias operadoras, total o parcialmente, se superponen a las cajas –10 
y/o –35 y dificultan la unión de la RNAP al correspondiente promotor. De forma análoga, 
se ha observado que en los ensayos de protección frente a la digestión con DNasaI, PaaX 
protege la región que se extiende desde la posición –16 a la +34 (Fig 37). 
En los experimentos que se realizaron con el promotor Pz, además de combinar el 
represor PaaX y la RNAP, se adicionó proteína CRP, ya que se ha descrito que esta 
proteína es necesaria para la actividad in vivo del promotor Pz en ensayos de actividad β-
galactosidasa (Ferrández et al., 2000). Sin embargo, a la vista de los resultados (Fig. 41), 
CRP no parece influir en la unión de la RNAP al promotor Pz. La adición de PaaX, tanto 
en presencia de la proteína CRP como en ausencia de la misma, parece provocar una 
competición con la RNAP por el mismo sitio de unión, como ocurre en el caso del 
promotor Px. Este resultado está de acuerdo con el hecho de que la protección de PaaX 
sobre Pz se extiende desde la posición –30 a la +17, de forma similar a lo que se ha 
descrito para Px. 
De los experimentos de retardo en gel con la RNAP y la sonda PA se deduce que 
para una unión eficiente de la RNAP a esta zona promotora es necesaria la proteína CRP 
(Fig. 42A). En presencia de CRP, la RNAP se une al DNA de tal manera que la proteína 
PaaX no puede impedir dicha unión, al menos cuando se utilizan niveles de CRP 
suficientemente elevados para retardar completamente la sonda PA (Fig. 42). El hecho de 
que PaaX no pueda desplazar esta unión parecería indicar que en presencia de CRP el 
sistema estaría activado aun en ausencia del inductor de la ruta (PA-CoA), sin embargo, los 
experimentos de retardo en gel no nos permiten concluir si la RNAP y la proteína PaaX 
podrían ser capaces de unirse simultáneamente a la región promotora Pa. En este sentido la 
protección debida a PaaX en los ensayos de protección a la digestión con DNasaI del 
promotor Pa abarca desde la posición –1 a la +51 (Ferrández et al., 2000), lo cual podría 
permitir una unión simultánea de PaaX y la RNAP al promotor Pa. Por lo tanto, queda por 
demostrar si la unión de PaaX y RNAP al promotor Pa puede ser simultánea en presencia 
de CRP y si el efecto represor de PaaX sobre Pa podría ser debido, a diferencia de lo que 
ocurre en Px y Pz, a un mecanismo de inhibición de formación del complejo abierto o 
inhibición de etapas posteriores en la iniciación de la transcripción.  
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La segunda etapa en la degradación de PA, la hidroxilación de PA-CoA, depende 
de la presencia de oxígeno, ya que como se ha demostrado, la oxigenasa de esta ruta 
necesita oxígeno molecular para la hidroxilación de este compuesto (ver apartado 5.1). Sin 
embargo, la etapa de formación de PA-CoA, inductor de la ruta, no necesita oxígeno y 
cabría entonces preguntarse si el sistema paa podría inducirse también en anaerobiosis, 
dado que E. coli es un organismo anaerobio facultativo. Es evidente que en caso de 
inducirse la ruta paa en anaerobiosis sería un gasto inútil para la célula y, por lo tanto, ésta 
ha de tener algún mecanismo para evitar esta posible problema. A partir de los 
experimentos realizados en anaerobiosis hemos observado que los promotores Pa, Pz y Px 
son activos en ausencia de oxígeno y PaaX es capaz de inhibirlos eficazmente en estas 
condiciones (Figs. 43, 45 y 46) si bien no se observa inducción por PA-CoA de Pa y Pz. 
Curiosamente la PA-CoA ligasa (PaaK) parece ser inestable en ausencia de oxígeno y 
pierde actividad. La disminución de actividad PA-CoA ligasa afecta al sistema regulador, 
ya que en estas condiciones el sistema catabólico no produce una cantidad suficiente de 
PA-CoA para que la inducción de los promotores Pa, Pz y Px sea adecuada (Figs. 44 y 46). 
Las razones por las que la PA-CoA ligasa se hace inestable en condiciones anaeróbicas no 
son conocidas y tendrán que ser investigadas. De los experimentos realizados se deduce 
que la ligasa formada aeróbicamente sufre un cambio muy rápido en anaerobiosis, lo que 
sugiere que en ausencia de oxígeno se pueda estar induciendo un sistema proteolítico que 
elimina rápidamente la enzima. Dentro de este análisis hay que resaltar el comportamiento 
un tanto especial del promotor Px. En condiciones anaeróbicas la activación del promotor 
Px es comparable  a la obtenida en presencia de oxígeno (Fig. 27), lo que parece indicar 
que en anaerobiosis se puede formar una pequeña cantidad de PA-CoA suficiente para 
activar este promotor, que es más débil que los promotores catabólicos Pa y Pz, ya que a 
pesar de tener una caja –10 extendida no posee caja consenso –35 (Fig. 27) (Mitchell et al., 
2003). El hecho de que el promotor Px pueda activarse con una menor cantidad de PA-
CoA que los promotores Pa y Pz tiene sentido, ya que su actividad contribuye a que el 
sistema catabólico esté más regulado. 
 Recientemente se ha identificado que el regulador PaaX presenta un fenotipo 
mutador, es decir, genera un nivel elevado de mutaciones en la célula, cuando se expresa 
en multicopia (Yang et al., 2004). Este fenotipo mutador puede provocar una disminución 
de la supervivencia de la bacteria, pero al mismo tiempo le da más posibilidades de 
adaptación al entorno. La mayoría de genes detectados por este sistema de expresión en 
multicopia son genes implicados en la replicación, recombinación o reparación del DNA. 
El fragmento de DNA clonado en el que se ha identificado paaX como gen mutador 
presenta también parte del gen paaK y el gen paaY completo. Es curioso que en este 
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plásmido los genes paaXY estarían sujetos a represión por parte de PaaX, pero parece que 
incluso en estas condiciones, el hecho de que el gen paaX se encuentre en multicopia 
provoca un alto nivel de mutaciones. Además, una mutación en paaX implica la pérdida 
del fenotipo mutador (Yang et al, 2004), por lo que parece descartarse la implicación del 
gen paaY en el fenotipo mutador. Sin embargo, según nuestros resultados paaX y paaY 
forman parte de la misma unidad transcripcional y, por lo tanto, no puede descartarse 
completamente que la mutación en el gen paaX  pueda afectar también a la expresión de 
paaY. Si son correctas, estas observaciones abren varias posibilidades de interpretación. 
Por una parte, PaaX podría ejercer alguna otra función aún no descrita además de la 
función específica conocida hasta ahora como regulador en la ruta del PA o sobre el gen 
pac. Pero también cabe la posibilidad de que el efecto mutador observado no sea especifico 
de PaaX, y que la proteína PaaY, cuya función todavía no se conoce, pueda tener algún 
papel en este sentido. También podría suceder que exista alguna relación con la 
observación de que la presencia de PaaX parece necesaria para que PaaY ejerza su función. 
Si se confirma que paaX es un gen mutador será muy interesante estudiar el papel que 
podría tener en la supervivencia en condiciones adversas o si puede presentar ventajas de 
crecimiento bajo condiciones medioambientales severas. En cualquier caso en primer lugar 
es necesario confirmar mediante el empleo de las construcciones genéticas que poseemos 
si el fenotipo mutador es específico de la expresión de paaX en multicopia. 
 
 
5.3. Función del gen paaY. 
 
Un resultado muy interesante de este trabajo es que se ha comprobado que la 
mutación del gen paaY provoca una disminución en la velocidad de crecimiento de E. coli 
W en medio líquido y una incapacidad de crecer en medio sólido cuando se utiliza PA (5 
mM) como única fuente de carbono (Fig. 50). Este resultado parece estar en contradicción 
con las primeras descripciones de la ruta paa donde se afirmaba que el gen paaY no era 
imprescindible para el crecimiento en PA (Ferrández et al, 1998). Sin embargo, hay que 
señalar que las observaciones se realizaron en medio líquido sobre crecimientos a 
saturación y por eso no se observó la lentitud de crecimiento y no se atribuyó al gen paaY 
ningún papel fundamental en la degradación de PA. 
Una observación muy relevante que se desprende de nuestros resultados es que la 
función de PaaY está estrechamente relacionada con el papel del gen regulador paaX. 
(Figs. 52 y 53). Así, en ausencia del regulador PaaX, la proteína PaaY no parece jugar 
ningún papel relevante, ya que las cepas mutantes en ambos genes crecen perfectamente en 
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PA a una velocidad similar a la de la cepa salvaje (Figs. 52 y 53). Dicho de otra forma, 
sólo en presencia del represor PaaX se observa una clara influencia de la mutación del gen 
paaY sobre el crecimiento de E. coli en PA. Este resultado parece estar de acuerdo con el 
hecho de que ambos genes, paaXY, forman una unidad transcripcional bajo el control del 
promotor Px y sugiere que su función debe estar regulada de una forma coordinada de tal 
manera que PaaY sólo actúa, o su actuación es sólo relevante, cuando se produce PaaX y el 
sistema está regulado. En este sentido, podría decirse que PaaY debe modular la represión 
por PaaX y así cuando el represor PaaX no existe, PaaY ya no juega ningún papel en la 
ruta paa. 
Una de las posibles funciones de PaaY podía estar relacionada con la modulación 
de alguna señal de tipo “quorum sensing”. Se ha descrito, por ejemplo, que la proteína 
CysE (Fig. 78, Tabla 21), una serina acetiltransferasa de E. coli que interviene en la 
biosíntesis de cisteína para formar O-acetil-L-serina a partir de L-serina, podría estar 
implicada en la producción de una señal extracelular activadora de algunos genes (Sturgill 
et al., 2004). Una forma de saber si en el medio se secretan moléculas activadoras es 
probar el efecto de los medios denominados "gastados", es decir, medios obtenidos 
después del crecimiento. Así, se observó que un medio gastado obtenido a partir de una 
cepa que produce PaaY crecida en PA provoca un aumento de la velocidad de crecimiento 
de la cepa E. coli W14 (pAAD::Tn1000-84), mutante en paaY, en esta misma fuente de 
carbono. Este resultado parecía indicativo de la existencia de una posible señal de tipo 
“quorum sensing”. Sin embargo, se observó al realizar otros controles que la adición de 
otro nutriente al medio de cultivo, como por ejemplo glicerol, en cantidad insuficiente para 
mantener el crecimiento celular pero suficiente para activar la maquinaria metabólica, 
también disminuye el retraso en el crecimiento del mutante en el gen paaY en PA. Esta 
observación parece indicar que el medio gastado puede acumular no tanto una señal de 
“quorum sensing” sino algún nutriente que, en pequeñas concentraciones, es capaz de 
disminuir la fase de latencia del crecimiento de E. coli en PA en ausencia del gen paaY. La 
presencia de algún compuesto nutritivo en el medio de cultivo aportaría la energía 
necesaria para que las células se adapten más rápidamente a las nuevas condiciones de 
crecimiento con una fuente de carbono menos preferente, como es en este caso el PA. Una 
observación similar se ha realizado en el caso de la ruta del 4HPA en E. coli W, donde se 
ha visto que la presencia de pequeñas cantidades de acetato en los medios gastados es 
suficiente para disminuir la fase de latencia cuando el microorganismo crece en 4HPA 
(Galán et al., 2001).  
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En definitiva, estos experimentos parecen apuntar que el papel de la proteína PaaY 
podría ser determinante en el acortamiento de la fase de latencia que E. coli tiene que 
superar cuando se enfrenta a la obtención de energía de un sustrato poco favorable como el 
PA. En la fase de latencia la bacteria tiene que acomodar su metabolismo para adaptarse a 
la nueva fuente de energía, en este caso el PA. En ese momento, la bacteria detecta la 
presencia de PA, se induce el sistema catabólico paa y comienza a obtener energía, la cual 
en primera instancia sirve fundamentalmente para que la bacteria pueda mantener su 
actividad metabólica, y si acaso para desplazarse por el medio para buscar fuentes de 
carbono y energía más preferentes. Sólo cuando la bacteria comienza a obtener más 
energía y carbono de los necesarios para mantenerse activa se produce el crecimiento y la 
división celular. Hay que señalar que la primera etapa de la ruta paa, en la que se produce 
el inductor de la misma, el PA-CoA, es una etapa energéticamente desfavorable, ya que 
consume ATP y CoA que tiene que producirse a expensas de la energía acumulada. 
Hasta el momento no se había observado ninguna evidencia de la influencia de 
PaaY en la expresión del cluster paa, pero no es menos cierto que para determinar su 
efecto siempre se había utilizado una fuente de carbono adicional al PA como es el 
glicerol. Esta fuente de carbono adicional permite, como ya se ha indicado, que el sistema 
del paa obtenga toda la energía necesaria de forma rápida para la síntesis de nuevas 
proteínas con lo que parece que en esta condiciones PaaY no es necesario. Sin embargo, se 
ha observado que en ausencia de glicerol, es decir, cuando la bacteria utiliza únicamente 
PA como fuente de energía, las células deficientes en el gen paaY, no son capaces de 
activar de forma efectiva la ruta (Fig. 61). Al principio, tanto las células que poseen PaaY 
como las que no poseen PaaY comienzan a inducir la expresión del sistema paa, 
probablemente a expensas de los restos de nutrientes que las células, ahora en estado de 
“resting“, han acumulado en su etapa de precrecimiento en glicerol. Sin embargo, cuando 
esta fuente inicial se agota, la expresión de la ruta es dependiente de la energía que obtiene 
a expensas del PA y entonces la expresión en las células que carecen de PaaY se ralentiza 
considerablemente en relación a las que poseen PaaY. Parece, por lo tanto, que PaaY juega 
un papel fundamental para que, en condiciones de represión por PaaX, la célula aproveche 
mejor la energía que obtiene del PA y pueda disparar eficientemente el sistema. 
El hecho de que las células que no poseen PaaY sean incapaces de crecer en medio 
sólido con PA como única fuente de carbono y energía, aun no tiene una explicación. 
Probablemente este fenómeno esté relacionado con el transporte de nutrientes incluido el 
propio transporte del oxígeno. Por algún motivo, en el medio sólido el sistema paa es 
incapaz de inducirse adecuadamente en ausencia de PaaY, y sólo cuando se produce una 
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mutación compensatoria de esta ausencia se alcanza un crecimiento significativo. Esta 
mutación parece estar ligada a la propia ruta paa, ya que la mutación se transmite con el 
plásmido que la porta.  
A pesar de que PaaY parece jugar un papel regulador en el cluster paa, esta 
proteína no muestra ninguna similitud con proteínas reguladoras ni tampoco con proteínas 
de unión a DNA. La comparación de las secuencias de las bases de datos con la proteína 
PaaY relaciona a esta última principalmente con anhidrasas carbónicas de la familia γ y 
con acetiltransferasas. Las γ-anhidrasas carbónicas pertenecen a una superfamilia de 
proteínas que presentan repeticiones del motivo hexapéptido [LIV]-[GAED]-X2-[STAV]-
X, motivo que también está presente en aciltransferasas con las que están relacionadas 
evolutivamente como ocurre con la tetrahidrodipicolinato N-succiniltranferasa (Beaman et 
al., 1998a; Parisi et al., 2000). 
La estructura cristalina de varias de las proteínas con repetición de hexapéptidos ya 
ha sido resuelta, i. e., la UDP-N-acetil O-aciltransferasa de E. coli (Raetz y Roderick, 
1995), la anhidrasa carbónica de M. thermophila (Kisker et al., 1995), la tetra 
hidrodipicolinato (THDP) N-succiniltranferasa de Mycobacteriym bovis (Beaman et al., 
1997), una acetiltransferasa de xenobióticos de P. putida (Beaman et al., 1998b), la VatD 
acetiltranferasa de Enterococcus faecium (Sugantino y Roderick, 2002) y una serina 
acetiltransferasa de Haemophilus influenzae (Olsen et al., 2004). A pesar de las 
divergencias de secuencia entre estas proteínas, las repeticiones del motivo hexapéptido 
están altamente conservadas en todos los casos. El primer aminoácido alifático del motivo 
es el más conservado. Las glicinas en la posición n+1 y los residuos hidrofóbicos de la 
posición n+4 están también muy conservados (Fig. 69) y estas repeticiones parecen ser el 
determinante de la conformación de estas proteínas en una hélice levógira formada por 
laminas β paralelas (denominado dominio LβH). Algunos giros entre las láminas β no 
cumplen la regla, son de mayor longitud y se alejan de la forma de prisma regular. Esta 
diferenciación entre cada una de las proteínas indica posiblemente su diversidad funcional 
(Parisi et al., 2000). 
Basándose en la similitud de secuencia con proteínas ya cristalizadas, se ha 
modelado la estructura tridimensional de PaaY utilizando como molde la proteína Fbp de 
P. horikoshii (1V3W), que presenta una elevada identidad de secuencia con PaaY aunque 
su función se desconoce, y la anhidrasa carbónica Cam de M. thermophila (1QRE). Como 
se muestra en la figura 68 la estructura obtenida contiene seis vueltas formadas por láminas 
β que constituyen la conformación de prisma triangular y una hélice α en la región C-
terminal de la proteína que se sitúa antiparalela al eje de la hélice de láminas β.  
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En la Figura 78 se compara el modelo propuesto para PaaY con las estructuras de 
las proteínas cristalizadas que presentan la repetición de aminoácidos [LIV]-[GAED]-X2-
[STAV]-X. La principal región conservada en todas estas estructuras es la de tipo 
helicoidal formada por láminas β, aunque su longitud varía entre 5 y 8 vueltas dependiendo 
del caso; 6 vueltas para PaaY. Además, todas estas proteínas oligomerizan para formar 
estructuras homotriméricas y en algún caso homohexámericas (Tabla 21). Hay que señalar 
aquí que los estudios de ultracentrifugación analítica realizados con PaaY (Fig. 71) 
demuestran que esta proteína forma trímeros, lo que está en concordancia con las 
estructuras encontradas para las proteínas de esta familia y con el modelo propuesto. 
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(Escher ia coli)
Cam
(Methano rcina thermophila)
Fbp
(Pyrococcus horikoshi)
PaaY
(Escherichia coli)
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PaXAT
(Pseudomonas aeruginosa)
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(Escherichia coli)
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Figura 78.- Comparación de la estructura tridimiensional de diferentes proteínas que 
presentan el dominio LβH. CysE, serina acetiltransferasa (PDB: 1T3D), PaXAT, acetiltransferasa 
xenobiótica (PDB: 2XAT). LacA, galactósido O-acetiltransferasa (PDB: 1KRR). Cam, anhidrasa 
carbónica (PDB: 1QRE). DapB, tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa (PDB: 3TDT). LpxA, 
UDP-N-acetilglucosamina aciltransferasa (PDB: 1J2Z). FBP, proteína de unión a Fe (PDB: 1V3W). 
Las estructuras están representadas por su esqueleto carbonado variando el color desde el N-terminal 
(azul) al C-terminal (rojo). 
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Tabla 21.- Proteínas que contienen el motivo hexapéptido (Johnson et al., 2005). 
Acetiltransferasas 
Aceptor Donador Enzima Subunidades MW Bacteria 
Serina Acetil-CoA Serina acetiltransferasa Hexámero 29316 
Haemophilus 
influenzae 
UDP-GlcNAc R-3-Hidroxiacil-ACP 
UDP-N-
acetilglucosamina 
3-o-aciltransferasa
Trímero 28080 Escherichia coli 
THDP (Tetra-
hidrodipocolinato) Succinil-CoA 
THDP-N-
succiniltransferasa Trímero 29892 
Pseudomonas 
aeruginosa 
Cloranfenicol Acetil-CoA Acetiltransferasa xenobiótica Trímero 23530 
Enterococcus 
faecium 
Virginiamicina M1 Acetil-CoA Proteína Nod L  Trímero 23650 Rhizobium leguminosarum 
Glucosamina Acetil-CoA Proteína Glm U  Trímero 20110 Escherichia coli 
Glucosamina-1-
fosfato Acetil-CoA 
Maltosa 
acetiltransferasa Trímero 49200 Escherichia coli 
Maltosa, glucosa Acetil-CoA Maltosa acetiltransferasa Trímero 19960 Escherichia coli 
Anhidrasas carbónicas 
Aceptor Donador Enzima Subunidades MW Bacteria 
- - Anhidrasa carbónica  Trímero 22880 
Methanosarcina. 
thermophila 
 
 
Se ha descrito que el sitio activo de estas proteínas se localiza entre cada una de las 
subunidades, es decir, existe tres centro activos por trímero (Pye et al., 2004). Como ya se 
ha indicado, parte de las diferencias que existen entre ellas se encuentran en los residuos 
que forman los giros entre las láminas β. En estas zonas se localizan los sitios activos. En 
el caso de la proteína Cam el metal con actividad catalítica se une por medio de tres 
histidinas (Fig. 67), dos de ellas pertenecientes a una subunidad del trímero (His-81A, His-
122A) y la tercera (His-117B) localizada en una segunda subunidad, situándose el metal en 
la interfase entre ambas subunidades. Otros residuos importantes en la catálisis son los 
Glu-62 y Glu-84, necesarios para la hidratación de CO2 y la transferencia de protones 
(Smith y Ferry, 2000) y la Arg-59 que contribuye tanto al mantenimiento de la estructura 
de la proteína como a la catálisis (Tripp et al., 2002). En el caso de las acetiltransferasas, el 
sitio activo también se localiza entre cada dos monómeros, y la actividad depende de 
residuos de ambas subunidades. En varias proteínas con el dominio de tipo LβH se ha 
descrito la importancia de residuos histidina en el centro activo. La proteína PaaY conserva 
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las tres histidinas de la proteína Cam así como el residuo Arg-59, sin embargo, no presenta 
los residuos Glu-62 y Glu-84 (Fig. 67) necesarios para la actividad anhidrasa carbónica de 
Cam. 
E. coli también codifica otras proteínas que presentan similitud con las proteínas de 
la familia γ de anhidrasas carbónicas como son las proteínas YrdA y CaiE. La proteína 
YrdA (184 aa) tiene función desconocida al igual que la proteína CaiE aunque esta última 
se localiza en un operón cuya función ya se ha estudiado y está implicado en el 
metabolismo de la carnitina (Eichler et al., 1994). Aunque por el momento se desconozca 
el papel de las proteínas YrdA y CaiE, hay que señalar que se ha realizado un estudio in 
vivo para tratar de averiguar si su función podría ser de tipo anhidrasa carbónica, para ello 
se intentó la complementación de un mutante en el gen can (yadF) de E. coli, cuyo 
producto es una anhidrasa carbónica de la familia β, con los genes paaY, yrdA o caiE, pero 
con ninguno de ellos se consiguió un resultado positivo (Merlin et al., 2003). Sin embargo, 
la proteína Cam de M. thermophila si fue capaz de reemplazar parcialmente esta mutación 
(Merlin et al., 2003). De estos estudios parece deducirse que ninguna de estas proteínas 
(CaiE, YrdA y PaaY) posee una actividad de anhidrasa carbónica.  
Dentro de esta misma línea de actuación, y a la vista de las similitudes que presenta 
PaaY con las proteínas antes mencionadas, se han intentado ensayar diferentes actividades. 
En primer lugar se ensayó una posible actividad anhidrasa carbónica que, en concordancia 
con los datos anteriormente expuestos, fue negativa. Después se intentó ensayar su 
actividad aciltransferasa demostrándose en estos ensayos que la proteína PaaY posee una 
actividad del tipo tioesterasa, que es capaz de hidrolizar diferentes compuestos derivados 
de CoA y liberar CoA. Esta actividad no es incompatible con una posible actividad 
aciltransferasa, que aun no ha sido puesta de manifiesto al no encontrarse un aceptor 
apropiado.  
En la Tabla 21 se puede observar que las aciltransferasas descritas suelen tener 
como donadores acetil-CoA o succinil-CoA. PaaY parece tener una especificidad de 
sustrato bastante amplia, ya que en el ensayo de actividad tioesterasa acepta como sustrato 
varios compuestos derivados de CoA. La mayor actividad se alcanza para el compuesto 
acetoacetil-CoA, en tanto que el lauril-CoA, el miristoil-CoA y el fenilacetil-CoA 
presentan también un valor de actividad significativo. Con el decanoil-CoA la actividad es 
bastante menor pero aun es detectable. Sin embargo, hay que destacar que ni frente a 
acetil-CoA ni a succinil-CoA se detectó actividad (Tabla 15). 
El lauril-CoA y el miristoil-CoA presentan los valores de Km más bajos aunque no 
poseen la Vmax más alta, que se alcanza con el acetoacetil-CoA, compuesto que presenta 
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una Km elevada. De esta forma el cociente Kcat/Km indica que para el lauril-CoA y el 
miristoil-CoA la eficacia catalítica es dos veces superior a la que se alcanza con 
acetoacetil-CoA. La interpretación de estos resultados no es sencilla, ya que hay que 
considerar que estos derivados de CoA forman micelas, que no sólo complican el cálculo 
de las concentraciones efectivas, sino que además poseen una actividad detergente que 
puede alterar la actividad de la proteína PaaY. Es bastante evidente que a parte de ser 
derivados de CoA los posibles sustratos no guardan mucha relación estructural entre si, y 
por lo tanto no se puede obtener ninguna conclusión clara acerca de la especificidad como 
tioesterasa de PaaY ni de su posible papel biológico. 
Una posibilidad es que PaaY ejerza un papel regulador de los niveles de CoA en la 
célula, de tal manera que pueda prevenir una acumulación de acil-CoAs liberándose CoA 
necesario, por otra parte en el primer paso en la degradación de PA y para la formación del 
compuesto inductor. En este sentido, la Km de la fenilacetato-CoA ligasa para el CoA es 
relativamente alta (9,7 mM, 1,0 mM y 16,5 mM para ATP, CoA y PA respectivamente; 
(Martínez-Blanco et al., 1990) y la concentración de PA-CoA necesaria par ejercer el 
efecto inductor también parece ser elevada. Se ha descrito que en las bacterias anaerobias 
facultativas y concretamente en E. coli, cuando las células se cultivan en presencia de una 
fuente de carbono como glucosa el CoA está mayoritariamente formando parte del acetil-
CoA, sin embargo, cuando las células se ven privadas de fuente de carbono varía la 
composición rápidamente y el compuesto predominante es el CoA libre (Chohnan et al., 
1997). De estos datos puede deducirse que en E. coli los niveles de CoA libres son 
suficiente elevados para que PaaY no tenga que ejercer la función de proporcionar CoA al 
sistema paa. Tampoco se puede descartar que PaaY prevenga la acumulación de algún 
compuesto derivado de CoA generado en la ruta paa, y que pueda ser un inhibidor de tipo 
feedback de alguno de las enzimas de dicha ruta o incluso un competidor del PA-CoA que 
pueda impedir la inhibición eficaz del efecto represor de PaaX. Estas dos últimas hipótesis 
explicarían que PaaY sólo tenga efecto cuando PaaX está presente. 
La presencia de tres histidinas conservadas, His-65-A, His-87-A e His-82-B, (Fig. 
67), hacía sospechar la posibilidad que la proteína PaaY pudiera unir Zn2+ como ocurre con 
la mayoría de anhidrasas carbónicas. En el caso de estas últimas el metal es fundamental 
para su actividad catalítica, aunque también favorece la adquisición de una conformación 
estable (Simler et al., 2004). Mientras que el sitio activo de la proteína Cam contiene zinc, 
en las acetiltransferasas cristalizadas de función conocida no se han identificado metales. 
En el caso de la tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa se ha descrito que el centro 
activo es capaz de unir cobalto y que este metal inhibe su actividad lo que parece indicar su 
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relación evolutiva con las anhidrasas carbónicas (Parisi et al., 2000). Mediante análisis 
espectroscópicos se ha detectado que la proteína PaaY une dos metales: Fe2+ y Ca2+, pero 
no Zn2+ como se pensó en un principio. El hierro podría poseer un papel catalítico y las tres 
hitidinas responsables de la unión del Zn descritas en las anhidrasas carbónicas podrían 
coordinar el hierro entre cada una de las subunidades de PaaY. Según el modelo 
tridimensional propuesto, este metal intervendría en la hidrólisis de los compuestos 
derivados de CoA. El papel del Ca2+ podría ser meramente estructural. De todas formas, 
para determinar el papel de estos dos metales y su localización exacta en la molécula de 
PaaY será necesario realizar más estudios. 
Resulta curioso comprobar que tanto los extractos crudos que contenían PaaY como 
la enzima PaaY purificada se activan sólo por cobalto (Fig. 66). Sin embargo, este 
resultado no es tan sorprendente como parece, ya que se han descrito algunas metalo-
proteínas que son activadas por cobalto a pesar de que el metal que unen es otro diferente. 
Este es el caso de la proteína SAT, una L-serina acetiltransferasa de Thermus thermophilus 
HB8 que se activa por cobalto pero la proteína nativa une Fe2+ y Zn2+ (Kobayashi et al., 
2004). Algo parecido ocurre para la proteína Cam de M. thermofila que también es más 
activa cuando lleva unido cobalto, a pesar de que cuando se purifica en condiciones 
anaeróbicas une principalmente Fe2+, mientras que la enzima purificada en condiciones 
aeróbicas contiene principalmente Zn2+ (Tripp et al., 2004). Es posible que Fe2+ y el Zn2+ 
en estas proteínas sean capaces de estabilizar la estructura, a diferencia del cobalto, o que 
el hierro pueda ser sustituido por el cobalto para su actividad catalítica. 
Los estudios realizados sobre la ruta de degradación de PA durante los últimos 
años, han supuesto una gran aportación al campo de la biodegradación revelando la 
existencia de rutas aeróbicas que participan de características típicas de rutas anaeróbicas, 
y han puesto de manifiesto el interés de esta ruta central en la que convergen diferentes 
compuestos. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados para avanzar en el 
conocimiento en la degradación de PA en diferentes organismos, sigue sin haber 
evidencias claras de la mayoría de intermediarios de esta ruta y todavía no ha sido posible 
asignar una función a cada uno de los genes que se cree intervienen en el catabolismo de 
este compuesto. Este hecho pone de manifiesto la complejidad de este sistema. El estudio 
aquí presentado aporta nuevos datos sobre algunos de los genes catabólicos y sobre la 
regulación de esta ruta degradativa. La posibilidad de que paaY pueda intervenir en la 
regulación de la ruta y su posible relación con el represor PaaX, abren nuevas posibilidades 
en el estudio de este sistema y muy probablemente revelan nuevos mecanismos de 
regulación de la expresión génica.  
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6. CONCLUSIONES. 
 
El trabajo presentado en esta memoria da lugar a las siguientes conclusiones: 
 
1. Los genes paaABCDE codifican las proteínas responsables del segundo paso 
enzimático en la degradación de PA en E. coli, la hidroxilación del anillo aromático 
de PA-CoA, que se lleva a cabo por una oxigenasa multicomponente dependiente 
de oxígeno. 
2. El regulador PaaX reprime su propia expresión a partir del promotor Px, siendo el 
PA-CoA el inductor del sistema. El operador del promotor Px es una región de 50 
pb entre las posiciones –16 y +34 con respecto al sitio de inicio de la transcripción. 
3. El mecanismo de represión de los promotores Px y Pz por parte de PaaX se llevaría 
a cabo mediante el bloqueo de la formación del complejo cerrado por la RNAP. Por 
el contrario, la represión del promotor Pa implica etapas posteriores en el inicio de 
la transcripción. 
4. A pesar de que los promotores Pa, Px y Pz son activos y se reprimen por PaaX 
eficientemente en anaerobiosis el sistema paa no puede inducirse en estas 
condiciones, ya que la PA-CoA ligasa pierde rápidamente su actividad en ausencia 
de oxígeno.  
5. Los genes paaXY forman una unidad transcripcional bajo el control del promotor 
Px. 
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6. La ausencia del gen paaY retrasa de forma significativa el crecimiento en PA de E. 
coli W sólo cuando está presente el represor PaaX.  
7. Las células deficientes en el gen paaY no son capaces de activar de forma efectiva 
la ruta paa cuando la bacteria utiliza únicamente PA como fuente de energía.  
8. La proteína PaaY en una metaloenzima trimérica que presenta actividad tioesterasa 
sobre algunos compuestos derivados de CoA.  
9. Se ha modelado la estructura tridimensional de PaaY y responde a una hélice 
levógira formada por láminas β paralelas como ocurre en otros miembros de la 
superfamilia de proteínas que presentan repeticiones del motivo hexapéptido LβH. 
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